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2. Bevezetés

2.1. A tumorok kialakulasat elésegité molekularis valtozasok

A daganat kialakulasa egy tobblépcsds folyamat kovetkezménye, amelynek a
végén egy korlatlanul osztodod sejtcsoport jon létre. A ndvekedés soran folyamatosan
felhalmozodd genetikai valtozasok hatasara specifikus fenotipusok jelenhetnek meg a
tumorban, amiket a ,Hallmarks of Cancer” (a ,tumor Védjegyei”) néven szoktak
Osszefoglalni [1]. A tumorokra jellemz6 f6 sajatossagok az apoptozis elkeriilése, a
novekedési jelpalyak aktivalasa, a névekedés elleni szignalokra érzéketlenné valasa, az
angiogenezis, a korlatlan osztodas, valamint az invazio és a metasztazis kepesség (1.
abra). Az els6 osszesités ota a jellemzok listdja a genom-instabilitassal, a gyulladas-
serkentéssel, a sejt-anyagcsere valtozasokkal, illetve az immunrendszer elleni

veédekezéssel tovabb béviilt [2].
Korlatlan osztodas

Invazio és metasztazis

Apoptozis elkeriilés

Genom
Novekedési instabilitas
jelpalyak
aktivalasa Gyogyszer
rezisztencia

Angiogenezis

Id6

1. dbra. A tumor fejlodése soran eléfordulé fenotipusos-valtozasok véazlata. A
korlatlanul osztddo sejtekben felgyiilé genetikai valtozasok hatésara kialakulhat a
tumorban gyogyszer-rezisztencia, angiogenezis képesseg, valamint metasztatizalo

keépesség.

Ezen jellegzetességek a ndvekedés soran fokozatosan gytilnek fel, a tumor

kezdeti fazisaiban csak részben vannak jelen. A tumor ndvekedése soran felhalmozott
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tobb ezer mutacio a jelatviteli szabalyozasaban kulcsfontossagu géneket is érinthet. Ezen
géneket onkogén illetve tumorszupresszor csoportokba osztjuk. Az onkogének
tdmogatjak a sejtosztddast, a novekedest es gatoljak az apoptézist. Ezzel szemben a
tumorszupresszor gének gatoljak a sejtosztddast, valamint apoptozist indukalhatnak. A

két géncsoport nem csak funkcidban, de a mutaciok tipusaban is eltér.

Az onkogenek serkentik a sejtosztodast, mutacioik hatasara altalaban
fokozodik a miikodésiik. Az onkogén aktivacio egyik lehetOsége a kodolt fehérje
mennyiségi  megvaltozdsa gén amplifikaci6 vagy epigenetikai  modositéas
kdvetkezmenyeként. Ehhez kapcsoldédd legismertebb példa az epidermalis ndvekedési
faktor receptor gén (illetve géncsalad) amplifikacioja, mely az altala iranyitott RAS és
PI3K dtvonalak aktivalasdhoz vezet [3, 4]. Az aktivaciéo masik lehetésége az onkogén
szekvencidjanak modosulasa. Ezen valtozésok altalaban egy (vagy néhany) aminosavat
érintenek, hatdsukra a fehérjék szabalyozas nélkil aktivalhatjak a jelatviteli Gtvonalakat.
Erre példa a KRAS onkogén gyakori mutacidja tobb tumor tipusban. A mutaciok
tobbsége a 12. illetve a 13. aminosav pozicioban okoznak cserét a gén GTP-az részében,

ezzel konstitutivan aktivalva a fehérjét (2/A abra) [5, 6, 7].

A tumorszupresszor génekben inaktivalasos jelenségek jatszdédnak le a
tumorokban. Ezek altalaban gén torlodéssel, epigenetikai csendesitéssel, vagy a kodolt
fehérje aktivitdsat rombol6 mutaciokkal torténnek. Fontos megjegyezni, hogy a
tumorszupresszor gének altalaban mindkét alléljanak mutécidja szlikséges a daganat
kialakuldsanak eldsegitésére. Ennek iskolapéldaja az orokletes emld- és petefészek
tumort okoz6 BRCAL illetve BRCA2 génmutéaciok [8]. Ezen géneknél gyakran
megfigyelheté a szomatikus heterozigotasag vesztés (LOH). Ilyenkor a gén vad kdpiaja
torlédik a tumor genombol, és csak a hibasan mikddo kopia marad meg [9, 10, 11, 12].
A tumorszupresszor geneket érint6é mutaciok abban kulonbdznek az onkogén
mutacioktol, hogy elszorva helyezkednek el a gén szinte barmely részén (legismertebb
példa a TP53 gén; 2/B. abra [13]) és joval magasabb a fehérje egy részét vagy egészét
torl6 (trunkald) mutéciok aranya (2/B abra) [14, 15, 16]. A mutaciok hatasara a fehérje

nem képes eredeti funkciojat ellatni.
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A) KRAS szubsztiticiok eloszlisa a génen KRAS muticié tipusok eloszlasa
—~ 34,586 (T3 TR TR TR R R szubsztiticio,
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B) TPS53 szubsztiticiok eloszlasa a génen TP53 muticié tipusok eloszlisa

1,965 [T TR TR R TR szubsztitiicié . -
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2. abra. A szomatikus mutaciok elhelyezkedése, valamint tipusanak eloszlasa tumor
génekben [17]. A) A KRAS onkogénben a szubsztiticios mutaciok tobbsége egy
aminosavat érintenek. B) A TP53 tumorszupresszor génben szubsztituciok, stop
kodont okozdé mutéciok, valamint bazis torlédések és beszirdsok a gén szinte

barmely részén eléfordulhatnak.

A karcinogenezis folyamata soran altalaban nem elegendé egyetlen molekuléris
valtozas. Nording [18] 1953-ban leirta, hogy a tumor kialakulasaban fontos szerepe van
a beteg koraval osszefiiggd felhalmozott genetikai valtozasoknak. Knudson 1971-ben

bemutatta, hogy a gyermekkori retinoblastoma kialakuldsahoz nem elegendé az RB1 gén

inaktivalasahoz. Az RB1 gén funkcid vesztése létrejohet két szomatikus RB1 génmutacid

vagy egy 6roklott és egy szomatikus RB1 génmutacio hatasara is [19].

AzoOta tébb tumor tipusban igazoltak a karcinogenezishez hozzajaruld 6roklott
mutécidkat. Ismertebb példak a vastagbél-daganatokban az APC génben [20], az eml6 és
a petefészek tumorokban a BRCAL/2 génekben [8, 21], a vesedaganatokban a VHL
génben [21] és a Wilms-tumorokban a WT1 genben [22] talalhaté 6roklott mutaciok.
Mindegyik esetben gyakori a gén heterozigota mutacidja (vagy torlédése), mely mellett

a tumorban szomatikus mutacidval inaktivalodik a masodik kopia.

13



DOI:10.14753/SE.2018.2166

2.2. Tumorok mutagenezise s a mutacios mintazatok

A tumor-genomokban felhalmozott mutaciok hibéas sejtosztodas, endogén vagy
exogén mutagének, vagy enzimes modositasok kovetkezmeényei. Bizonyos tumor tipusok
esetén ismertek a kialakulasban szerepet jatszo6 mutagének. A két legismertebb példa a
tidoéraknél a doh&nyzés [23], valamint a melandmaknal az UV sugéarzas &ltal okozott
jellegzetes szubsztitlciok [24]. Alexandrov és munkatarsai [25] a mutéacidk tipusanak
gyakorisagat trinukleotid kontextusban vizsgaltak. Ezekben a k6zépso bazis cserélddott,
de ugy talaltdk, hogy fontos szerepe van a két szomszédos bazisnak is. Nem-negativ
matrix-faktorizalas segitségével 20 mintazatot azonositottak szimulalt és tumoros mintak

szekvencia-adataibol.

A Kiillonb6z6 mutagén szerek és folyamatok mas €s mas jellegli mutaciokat
eredményeznek. Alexandrov és munkatarsai tovabbi munkajuk soran [26] t6bb tumor
tipusbol, Osszesen 7,042 beteg teljes genom, valamint exom szekvendlasi adatan
0sszekapcsoltak a mutacids mintazatokat genetikai és kornyezeti mutagénekkel. Az els6
mintazat (3/A abra) a korral fliggott dssze, a 2-es és a 13-as mintadzatok az APOBEC
citidin-dezaminaz hibaval lettek dsszekotve, a harmas mintazat meg a BRCA hibajavito
defektushoz lett asszocidlva (3/B abra). A 4-es mintazat a dohanyzassal fliggott 0ssze

(3/B abra), mig a 7-es mintazat az UV sugarzassal.
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2.3. Karcinogenezis soran kialakulé molekuléris valtozasok

A karcinogenezis egyik, talan legismertebb lineéris fejlodési vonalat a vastagbél

tumorok esetén irtak le [27], ezt sematikusan a 4. abran foglaltam Gssze.

Normal ham Oroklétt vagy szomatikus
DD[I]DDD APC gén mutacid

s Hiperplasztikus ham

D[]DDQDD

Masodlagos APC gén mutacio )
vagy APC gén metilacio D Korai adenoma

KRAS gén aktivalo
Intermedier adenoma

mutacio mm
DCC, SMAD2/4 gének muticija et ad
Ek és0i adenoma

TP53 gén funkcid vesztés s

i

Karcinoma

4. dbra. A vastagbél-daganatok kialakuldsa. Genetikai valtozasok hatasara el6szor

egy hiperplasztikus ham, majd adenoma, végil karcindma alakul ki.

A vastagbél-daganatok szamos esetben az APC gén mutacioja kdvetkeztében
alakulnak ki. A génben elhelyezked6 valtozasok eredményeként a normalis hambdl egy
hiperplasztikus ham alakul ki. Emellett még az MCC génben is el6fordulhatnak mutaciok.
A hiperplasztikus hdmban kialakult els6dleges mutaciok utani metilacids valtozasok
hatasara alakulhat ki a korai adenoma. A folyamat kovetkezd 1épése gyakran az
intermedier adenoma kialakulasa a KRAS gén mutaciojanak hatasara. Ezt kovetéen a
DCC és a SMAD2/4 gének véltozasainak kovetkeztében nagy- vagy késéi adenoma
alakulhat ki. A folyamat utolso l1épéseként gyakran a TP53 génben Iév6 mutacio hatasara

alakul ki a karcinoma [28].

Az utobbi 20 év atfogo tanulmanyaibdl lathatd, hogy a mutacidval érintett gének
kiilonbozdek az egyes tumor tipusok esetében. Raadasul az eléforduldo mutaciok sokasaga
minden betegben mas-mas mintazatot mutat. A tumoros mutaciok esetén nem egy adott
gén mutacidja fontos, hanem egy adott utvonal aktivitasanak modositasa, ami fligg a

tumor szoveti eredetétol.
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A tumorokban leggyakrabban érintett Utvonalakat az 5. &bran foglaltam
Ossze. Az utvonalak kozul a sok esetben a receptor tirozin kinazok (RTK), illetve az
alattuk elhelyezked6 jelpalyak erintettek gén valtozasokkal. Tobb tumortipusban is
megfigyelték, hogy a mutacidik hatasara vagy a PI3K, vagy a RAS utvonalak
aktivalodnak [7]. Bizonyos tumor tipusoknal aktivalodhat a Wnt utvonal a p-katenin gén
aktivalo mutaciok [29], vagy az APC gén inaktivalé mutaciok hatéséra [28].

RTK

DNS karosodas, hypoxia
\\ ATM ATR CHKI/2 PI3K
(MEK ) (AKT )
: HIF1A
| CERKP ator]) Al

J' Sejtciklus
megallitas és
apoptozis

Tulélés, novekedés

proliferacio > :
angiogenezis

proliferacio
5. dbra. A szolid tumorokban leggyakrabban érintett jelatviteli Gtvonalak (fehér:

onkogeén, fekete: tumorszupresszor gen).

Az emlétumorokndl gyakori a PI3K utvonal aktivaldsa a PIK3CA onkogeén
mutécid és/vagy a PTEN tumorszupresszor gén vesztés kovetkeztében [30, 31]. A tiid6
adenokarcindméakban és a vastagbél-daganatokban sokszor talalhatok mutaciok a KRAS,
a BRAF és a PIBKCA génekben. Hatasukra mind a PI3K dtvonal, mind a mitogén
jelpélyak is aktivalodhatnak [32, 33]. A petefészek-tumorokban gyakori mutaciok
talalhat6ak a retinoblasztoma génben, valamint a sejtciklust szabalyoz6 ciklin-dependens
kinazokban [34]. A melandmakban altaldban a mitogén jelpalyat aktivalo BRAF és
NRAS géneket érintd mutaciok talalhatok [5]. A vastagbéltumorokban gyakoriak a
BRAF, a KRAS, a PIK3R1 és a PTEN gének mutacioi [35, 36, 37]. Fontos megjegyezni,
hogy ritkan fordul el6 egy betegben egy jelpalyan belul két aktivalé mutécid, hiszen ez

nem noveli tovabb a jelpalya aktivitasat.
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2.4. Az emlétumorok f6 molekularis jellemzdi

Az emldrak kialakulasat hajlamositd genetikai tényezok kozott ismertek az
oroklott BRCAL és BRCA2 gének mutécioi. A BRCAL gén mutécidja esetén nékben
54% esély van az emlérak kialakulasara 60 éves korig [38], mig a BRCA2 gén mutécioja
esetén az esély 45% koruli [39]. Oroklétt BRCAL/2 génmuticioval rendelkezd
betegeknél a tumorban gyakori a gén heterozigOtasadg vesztése, azaz a vadtipusu allél
elvesztése [10]. Fontosak még a PALB2 gén 6roklott mutécidi is, jelenlétik esetén 35%
esély van az emlérak kialakulasara 60 éves korig [40]. Ezen gének a DNS kettésszal

torések homolog rekombinacio altali javitasdban vesznek részt [41, 42, 43]

Az emlétumorok legfontosabb molekuléris jellemzdje a hormonreceptorok
statuszaval kapcsolatosak. Allapotuk eldre jelzik bizonyos kezelések hatékonyséagat [44,
45], valamit a betegek tulélésére is prognosztikusak lehetnek [46, 47, 48]. A tumorok Szt.
Galleni altipusokban val6 sorolésa az dsztrogén receptor (ER), a progeszteron receptor
(PR) és a HER2 receptor (epidermalis ndvekedési faktor receptor csalad) kifejezédési
statusza alapjan torténik [49]. Harom f6 altipust kiilonboztetiink meg: 1) a bazalis
altipusnal minden receptor negativ statuszu (tripla negativ), 2) a luminalis A és B
altipusokban az 0sztrogén receptor statusza pozitiv és 3) a HER2 pozitiv altipusban a
HER?2 receptor statusza pozitiv. A HER2 pozitiv tumorok terapiaja soran a kemoterapiat
kiegészitik HER2 gatlo trastuzumab vagy pertuzumab célzott terapiaval [50, 51]. A
luminalis tumoroknal a kemoterapia mellett gyakran alkalmaznak ciklin-dependens kinz
inhibitor alapu kezelést (Palbociclib [52]). Az 6sztrogén receptor pozitiv betegeknél
alkalmazhat6 az anti-0sztrogén hatast tamoxifen [53]. Osztrogén-pozitiv, menopuaza
utani betegeknél aromataz gatldkat (Letrozole [54], Anastrozole [55] és Aromasin [56]),

illetve az mTOR gatl6 Everolimus [57] kezeléseket is alkalmazhatjak.

Az emldtumorokra jellemzd szomatikus mutaciok taldlhatok a PIK3CA
onkogénben, valamint a TP53 tumorszupresszor génben a betegek tobb mint 50%-aban
[58, 59]. Szdmos esetben érintettek a mitogén jelpalyat szabalyoz6 MAP3K1 és MAP2K4
gének is. A luminalis tipusu tumorok esetén sok betegben talalhatok mutaciok a GATAS3
transzkripcids faktor, valamint a kadherin 1 génekben. A leggyakoribb gén kdpiaszam
valtozasok a PIK3CA gén amplifikacidja, valamint a TP53, a MAP2K4 és az RB1 gének
delécioja mindegyik altipusban. Ezeken kivil még gyakori a HER2 gén amplifikacio nem

bazalis szubtipusokban [7].
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2.5. A melanomak 6 molekularis jellemzoi

A malignus melanomék kevesebb, mint 10%-&ban azonosithaté csaladi
halmozddas. A familiaris melanomaval diagnosztizalt betegek 1/3-4ban a CDKN2A
génben azonositottak mutéciokat [60]. Az MC1R gén bizonyos polimorfizmusai
hajlamositanak melanémara [61], a mutaciokat hordoz6 betegekben jelentésen megné a
diszplasztikus anyajegyek szama, valamint az UV sugérzas expozicioval aranyosan

fokozodik a melandma kialakulasanak eselye [62].

A sporadikus melanoma kialakuldsaban fontos szerepe van az UV
sugarzasnak [62], valamint a novekedési jelpalyakat aktivalo BRAF, KRAS, NF1 és
NRAS géneket érinté szomatikus mutacioknak [7]. Emellett gyakran el6fordulnak a
TP53, illetve a PTEN tumorszupresszor geneket érinté mutaciok is [63]. Az UV sugarzas
és a genetikai instabilitds miatt a melandmakban 1évé mutacios teher jelentésen nagyobb
a daganatok é&tlagahoz képest [64], emiatt nehéz a molekularis célpontok pontos

jellemzése.

Kemoterapias szereken Kivil célzott terdpidk is alkalmazhatok melanéma
eseték. A BRAF gén V600E mutacioval rendelkezé betegeknél a mutans gént direkt
maodon, célzottan lehet gatolni Vemurafenib [65] illetve Dabrafenib [66] gyogyszerekkel.
Indirekt kezelés sordn a BRAF gén altal szabalyozott mitogén jelpalya gatlasara van

lehetdség Trametinib [67] illetve Cobimetinib [68] gydgyszerekkel.

2.6. A petefészek-tumorok molekularis jellemz6i

A petefészek-daganatok kozil a leggyakoribbak a hameredetli szerozus
daganatok, melyek differencialtsagi foka lehet alacsony (LGSC) vagy magas (HGSC). A
csaladilag halmozott petefészek daganatos betegekben rendszerinta BRCAL és a BRCA2
génekben lehet 6roklott mutaciokat azonositani [69, 70]. A BRCAL gén mutacidja esetén
40-60% az esélye, hogy egy élet soran petefészek-tumor alakuljon ki, mig a BRCA2 gén

mutacioja esetén ez az esély 20-35%.

A szomatikus mutéaciokat altaldban a TP53 tumorszupresszor génben
azonosithatdk. A TP53 gén mutacidjanak prevalenciaja elérheti akar a 96%-ot a magas

differencialtsagi foku szerdzus tumoroknal. Tovabbi szomatikus mutaciok talalhaték az
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NF1, a BRCA1/2, az RB1, a CHEK2 és a CDK1/2 génekben [71]. A JAK1/2 és a

STAT1/3 gének emelkedett kifejez6dése jellemzé a magas differencialtsdgi tumorokban.

A petefészek-tumoroknal gyakran alkalmaznak bevacizumab célzott kezelést
[72]. A kezelés a VEGF fehérjéhez kotodve lassitja az angiogenezist és a hozza tartozo
jelétviteli dtvonalakat. A BRCAL/2 génmutécioval rendelkezé betegeknél a BER
(baziskivagasos javitas hibajavito) Gtvonalat gatl6 PARP inhibitorok (pl Olaparib [73])
alkalmazhatdk. Hormonterapia soran altalaban celzott tamoxifen anti-6sztrogén terapiat,

illetve a menopauza utdn aromataz inhibitorokat is alkalmazhatnak.

2.7. Gyogyszeres kezelés, szelekcio és gyogyszer rezisztencia

Az emlbdaganatok, a petefészek-tumorok és a melanéma esetén alkalmazott
kemoterapias kezeléseket az 1. tablazatban foglaltam 6ssze. A kemoterapias szerek a
timidilat-szintaz gatlassal, a DNS szintézis gatlassal, a mikrotubulus szintézis gatlassal
vagy stabilitasdnak novelésével, illetve antimetabolitként érik el hatasukat. Kozos

tulajdonsaguk, hogy toxikusabbak a gyorsan osztédé sejtekre.
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1. tablazat. Az emlédaganatok, a petefészek-daganatok és a melanomak esetén

alkalmazott kemoterapias szerek [74, 75, 76].

Kemoterapiés szer Hatasmechanizmus | Emlé | Petefészek | Melanoma
5 -fluorouracil timidil_ét s:zi_ntéz (TS) X
inhibitor
Altretamine alkilalé agens X
Capecitabine timidi Iiithsiéiirt'éérlz (TS) X
Carboplatin DNS szintézis gatlas X X
Ciklofoszfamid alkilalé agens X
Cisplatin DNS szintézis gatlas X
Dacarbazine DNS szintézis gatlas X
Docetaxel mikrotubulus gatlo X
Doxorubicin DNS szintézis gatlas X X
Eribulin mikrotubulus gatlé X
Etoposide DNS szintézis gatlas X
Gemcitabine DNS szintézis gatlas X X
Ifosfamide alkilal6 agens X
Irinotecan DNS szintézis gatlas X
Ixabepilone mikrotubulus stabilizal6 X
Melphalan alkilal6 agens X
Mitoxantrone DNS szintézis gatlas X
Paclitaxel mikrotubulus stabilizalo X X X
Pemetreced folat antimetabolit X
Temozolomide alkilal6 agens X
Topotecan DNS szintézis gatlas X
Vinblastin mikrotubulus géatlo X
Vinorelbine mikrotubulus géatld X X

A tumorok gydgyszeres kezelése sordn idével gyakran kialakul a rezisztencia
mind a citotoxikus, mind a citosztatikus szerek ellen is. Rezisztenciat létrejohet a sejt
metabolizmusanak megvaltozésa, a jelpalyakat befolyasolo mutaciok és epigenetikai

valtozasok hatasara, vagy a célzott fehérje-mddosulasok miatt [77].

A rezisztencia mechanizmusok elsé példdja a gydgyszer inaktivacidja, vagy

inaktiv allapotban tartdsa. Sok kemoterdpias szer ugyanis nativ allapotban inaktiv, a
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sejtbe kerllve tébb mddosulési lépés utan aktivalodik. Az (in)aktivald rendszerek kdzé
sorolhatd a citokrom P450 rendszer, a glutation-S-transzferaz (GST) csaldd, valamint az
UDP-glikuronil-transzferdz csalad. Ezen U(tvonalak mutacidja vagy szabalyozasuk
modosulasa altaldban csokkenti a terdpiak hatékonysagat és ndveli a sejtek

rezisztenciajét.

A rezisztencia egyik gyakran vizsgalt mechanizmusa a gyogyszer efflux,
mely soran a sejtek kipumpaljak a hatéanyagokat. Ismertebb példa a sejtek
homeosztazisaban fontos szerepti ABC transzporter csalad. Ezen fehérjék nukleotid ko6to,
valamint variabilis transzmembran részekbél tevOdnek Ossze. Amikor a megfeleld
szubsztrat a transzmembran részhez ko6tddik, a nukleotid ko6to részen egy ATP molekula
hidrolizise hatasara konformacio valtozason megy keresztiil a transzmembran rész,
Kipumpélva a sejtbdl a szubsztratot. A tumoros gyogyszer-rezisztenciaval harom f6
transzporter fehérje-tipust hoztak dsszefuiggésbe: a multidrog rezisztencia fehérje 1-et, a

multidrog rezisztencia asszocialt fehérje 1-et, és az emlé tumor rezisztencia fehérjeét.

Az eml6tumorok, a petefészek tumorok és a melandma esetén tobb célzott
terapiara van lehet6ség, ezeket a 6. abran foglaltam 0Ossze. Az 6sztrogén-pozitiv
tumoroknal tamoxifen kezeléssel lehet gatolni az 6sztrogén receptort. A HER2 pozitiv
tumoroknal trastuzumab monoklonalis antitesttel lehet célozni a receptort. Bevacizumab
kezeléssel lehet gatolni az érdjdonképzbdést, igy csokken a tumor vérellatasa. Aktiv PISK
jelatviteli Gtvonal esetén alkalmazhat6 az mTOR gatl6 everolimus. A BRAF gén V600E
mutacioval rendelkez6 tumorokndl alkalmazhaté a vemurafenib, amely célzottan géatolja

a mutacioval rendelkezd fehérjét.
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6. abra. Az emlétumorok, a petefészek-daganatok és a melanoma esetén alkalmazott

fo célzott terapias szerek.

A célzott terdpia elérehaladtaval gyakran jelennek meg rezisztenciat okozo
mutaciok, amelyek hatasara a tumor nem fog reagalni az alkalmazott gyogyszerre. Nem-
Kissejtes tiidéraknal megfigyelték, hogy a gefitinib valamint az erlotinib kezelések utan
rovid idével rezisztencia alakul ki U EGFR génmutacioktol [78, 79]. A célzott terdpia
elleni rezisztencia kialakulasanak masik lehet6sége egy jelpalyan 1évo, célzott fehérje
alatti mutéacio. Ismert példak a KRAS, a BRAF, valamint a PIK3CA gének mutacidja,
esetlikben a receptor tirozin kinaztol flggetlenil aktivaljak a ndvekedési jelpalyakat [80,
81, 82], igy nem alkalmazhatok az RTK ellenes terapiak.

A célzott terapias szerek elleni rezisztencia kialakulhat a jelatviteli Gtvonalak
,valtasaval”. A tamoxifen elleni rezisztencia altaldban az 6sztrogén receptor megvaltozott

kifejez6dési szintje hatasara alakul ki [83].
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2.8. A tumor evolucié modelljei

2.8.1. A klondlis szelekcio

Az 1979-ben leirt klondlis evollcio modellje szerint a tumor egy mutans sejtbél
indul ki, osztodasa és novekedése soran Uj mutacidkat halmoz fel [84]. Az Uj mutéaciok
hatasara Uj szubpopulaciok (vagy szubklonok) jelennek meg, ezek tovabb névekednek és
osztodnak [85]. A szerzett mutaciok jelentOs részének nincs, vagy csak minimalis hatasa
van a sejtek fenotipusara, ezeket utas (,,passenger””) mutacioknak nevezziik. A mutaciok
befolyasolhatjak a sejtek fitneszét. A vezetd mutaciok novekedési elénybe részesithetnek
egyes sejtcsoportokat, eredményiil képesek lesznek id6ével talnéni a tumor
sejtpopulécidban. A tumor evolucionak két f6 modellje van: a linearis és az elagazo

klonalis evoldcio [86].

A lineéris evoldcio soran a megjelend 0j klonok szinte teljesen talstlyba kertilnek
a daganatban (7. abra). Ennek eredménye, hogy egy adott iddpontban a tumor nagy része

altalaban egy klonbol tevddik Ossze.

Az eldgazé evolicid soran a tumorban tobb Kklon és szubklon fejlédik
parhuzamosan. A klonok szinte egyensulyban élnek egymas mellett, nem nyomjak el
egymast, és kdzel azonos az osztodasi sebességik (7. abra). A modell hatranya, hogy
szinte elképzelhetetlen, hogy teljesen egyensllyban létezzenek az egyes kl6nok.
Bizonyos genetikai és kdrnyezeti valtozasok (beleértve a gydgyszeres kezelést) hatasara

az egyensuly iddvel eltolddik.
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7. abra. A lineéris és az eldgaz6 tumor evollcios modellek. A lineéris evolucio sorén
egy idépontban egy dominans klon van jelen. Az elagaz6 evoluci6 esetén tébb kion

lehet parhuzamosan jelen a tumorban.

Mindkét elmélet alapjan a tumor genetikailag folyamatosan valtozik, a legnagyobb
valtozast a vezeté mutaciok okozzak. Egy tumor ndvekedése soran feltehetéen a két
modell ,,6tvozete” jelentkezik, tehat a tumor klénok egyensulyban élnek egymassal,
viszont némely valtozasok hatéséara egyes klonok képesek kiszorulni, vagy talnéni a
tobbiekhez képest.

2.8.2. A tumor éssejt modell

A tumor 6ssejt modell szerint nem minden tumor sejtbdl képes 0j tumor ndni, vagy
fennmaradni, erre csak néhany sejt képes. A tumor &ssejtek osztodhatnak wjabb
Ossejtekre, vagy nem-tumorigén sejtekre. A modell szerint a tumorokban megfigyelt
heterogenitas az Ossejtek klonalis fejlodésébdl szarmazik, ahol maga az Gssejtekben
halmozddnak fel a mutaciok. A tumor &ssejteket mar tobb tumor tipusban is
megfigyeltek, mint példaul a leukémiéban, a glioblasztomaban, az emlétumorokban és a
prosztata daganatokban.

2.9. Az intra-tumor heterogenitas és vizsgalata

A tumorok genetikai allomanya idében folyamatosan valtozik, ndvekedés soran Uj
mutaciok jelennek meg. Ha egy mutacié hatasara javul a tumorsejt osztodasi képessége,

akkor az képes lesz tulndni elddeit, ezzel Uj klont létrehozva. A folyamat eredménye,
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hogy egy tumoron belil sok mutaci6 halmozodik fel, a tumorsejt-populécioban

kiilonb6z6 aranyokban lesznek jelen.

Az utdbbi években tobb intra-tumor heterogenitassal foglalkozo vizsgalat jelent
[87, 88, 89, 90]. Ezek két {6 csoportra bonthatok. Az elsé csoport az egy tumoron beliili
térbeli heterogenitast vizsgélja tobb régidbol vett mintak dsszehasonlitasaval. A mésodik
csoport a tumor heterogenitas id6beli lefolyasat kdveti, sok esetben a kezelések hatasat

vizsgalva a genetikai 0sszetételre, amit longitudinalis szekvenalasnak neveziink.

2.10. Multi-régio szekvenalast alkalmazd vizsgalatok

Multi-régié szekvenalas soran egy tumor tobb részébdl izolalunk DNS-t, illetve
kiilon mintaként szekvenalunk. Segitségével lehetdség van megvizsgalni egy tumoron
beluli heterogenitast, speciélis esetekben lehetdség van a primer tumort és a metasztazist
Osszehasonlitani. Ezen merések elénye az egymintas szekvenalashoz képest, hogy az
azonositott mutaciok felhasznalasaval filogenetikai elemzésekre is van lehetéség, képet
adva a tumor evoluciojarol, valamint a heterogenitasanak mértékérél. Multi-régio
szekvenalast alkalmazd tanulmanyok vilagossejtes vesetumorok [87, 88], petefészek

tumorok [89] és tiid6 adenokarcinomak [90] esetén is megjelentek.

Az egyik els6 multi-régio szekvenalast vildgossejtes vesetumoros betegeken
alkalmaztak [88]. A minta gyijtés soran a primer tumorokbdl, valamint a
metasztazisokbol is izoléltak és szekvenaltak DNS-t. Az exom szekvendalasbol végzett
szomatikus mutacié keresés utan az egyes primer tumor régiokban, valamint a
metasztazisokban azonositott mutaciokat egy matrix segitségével hasonlitottak 6ssze (8.

abra).

26



DOI:10.14753/SE.2018.2166

o Primerben Metasztazisban .
Kozos kozbs kizos kgyedi

mintak

mintak

Metasztazis Primer tumor

Azonositott mutaciok

8. bra. Az egyes vesetumor részletekben (régiokban) azonositott (kék) és hianyzo

(szurke) mutaciok. A sorok a régiokat, az oszlopok a mutéaciokat jelélik.

A mutéciok egy része csak a primer tumorra voltak jellemzok, a metasztazisban
nem voltak azonosithatok. Ennek lehetséges (és valdszinil) magyarazata, hogy az attétet
okoz6 klon vagy klonok a primer tumor egy korabbi evolucios idopontjabol szarmaznak.
Az abran lathatd, hogy a metasztazisok esetén is sok volt a k6zds mutécio, egy részik
viszont nem volt azonosithat a primer tumorban. Egy lehetséges magyarazat, hogy a
primer tumor egy olyan klonjabdl sz&rmazott az attét, amiben mar jelen voltak az egyedi
mutaciok, tovabba a metasztazis helyén valé ndvekedés sordn Uj mutaciok halmozodtak
fel.

Az emlStumoroknal hasonld elagazd evollcios mintazatot azonositottak [91]. Ugy
talaltak, hogy az attétet okozé klénokat a primer tumorban is lehetett azonositani, bar ez
nem minden esetben volt lehetséges. A tumor-heterogenitas mértéke fliggdtt a tumor

méretétol is.

A petefészek-daganatok multi-régio szekvenalas és SNP (egypontos nukleotid-
polimorfizmus) hibridizacio alapd mérések felhasznalasaval megfigyelhetd volt a
tumorokban az eldgazé evolucio [92, 93]. A magas szintii klonalis expanzi0 magasabb
heterogenitassal, illetve rosszabb progndzissal jart. A betegekben két invazids topoldgiai
modellt azonositottak: 1) a csillag alaku topoldgia, ahol minden attét a primer tumorbdl
indult, valamint 2) az eldgaz6 topoldgia, ahol bizonyos metasztazis sejtek korabbi

attétekbol szarmaztak.
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2.11. A DNS szekvenalas

A DNS szekvenalds soran egy DNS molekuldban talalhatd négyféle bazis
sorrendjét hatarozzuk meg. A klinikai diagnosztikaban jelenleg is felhasznalt modszer a
Sanger-féle szekvenalason alapszik. A Sanger szekvenald eszk6zok rendkiviil pontosak,
viszont hatranyuk, hogy mivel az egyes DNS szakaszokat kilon kell vizsgalni a kapillaris
elektroforézis soran, emiatt alacsony az ateresztOképességiik. Az utdbbi években a
molekularis diagnosztikai fejlesztések a ,,nem kapillaris elektroforézis” alapti modszerek
felé fordultak. Ezen moédszerek elénye, hogy tobb milli6 DNS fragmens parhuzamos

vizsgalatara adnak lehet6séget, viszont pontatlanabb az eredménytik.

2.11.1. Sanger szekvenalas

A Sanger szekvenadlds a polimerdz lancreakciohoz (PCR) hasonléan a
komplementer szal szintézisen alapul. A Sanger szekvendlas sordn a megszokott
nukleotidokon Kivil kis mennyiségti ddANTP-t (didezoxiribonukleotid) is hasznalnak [94].
Ezen nukleotidokrél hianyoznak a pentéz vaz 3’ szénatomjairdl az oxigéncsoportok,
beépllésuk soran irreverzibilisen gatoljak a polimerizacios folyamatot. A reakcio terméke

tobb, kiilonb6z6 hosszasagi DNS darab lesz.

Az els6 Sanger szekvenaldk négy parhuzamos reakcidban vegezték a szekvenalast,
minden reakciéhoz egy specifikus ddNTP volt talalhaté. A polimeraz lancreakcio,
valamint a négy minta poliakrilamid gélelektroforézissel végzett parhuzamos elvalasztasa
utan lett leolvashatd a szekvencia. Manapsag az egész reakcio egy térben torténik, ahol
mind a négy ddNTP nukleotidon mas szinli fluoreszcens molekula talélhat6. A
fragmensek méret szerinti elvalasztasa kapillaris elektroforézissel torténik. A kapillaris
végén 1évo detektor felhasznalasaval lehet azonositani az elvalasztas soran aktudlisan
athalado fluoreszcens ddNTP béazisokat tartalmazd DNS fragmenseket [95]. Jelenleg a
Sanger szekvenalassal akar 384 mintat vizsgalhatunk parhuzamosan, a fragmensek

hossza elérheti az ezer bazispart is.

A sokévnyi fejlesztéssel mara sikerult elérni a 99,99%-0s szekvenalasi pontossagot,
emiatt a Sanger szekvenalokat tovabbra is gyakran alkalmazzak az onkologiai
diagnosztikaban. Példaul, tébb tumortipusnal Sanger szekvenalassal allapitjak meg az
RTK gétlé terdpiat kizar6 KRAS és BRAF génekben a mutéaciokat.
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2.11.2. Ujgenerécios szekvenalasi modszerek

Az Ujgeneracios szekvenalas két tipusat kiulonboztetjik meg: 1) az amplifikacion
alapulé Ujgeneracios szekvenalds (masodik generacids szekvenalas), és 2) az egy-

molekula szekvenaldséan alapul6 (harmadik generacios szekvenalas) technikak.
A DNS amplifikaciojan alapulé Ujgeneracios szekvenalas
IHlumina

Az Illumina amplifikacios mddszerét hid-amplifikacionak (bridge-amplification)
nevezik. A minta DNS-t &sszetorik, a fragmentumok mindkét végére adapter
szekvenciakat kotnek, majd a DNS kettdsszalakat denaturdljak. Az el6készitett DNS
fragmensek az aramlasi cellara (angolul flowcell) adagolva képesek lesznek hibridizalni
a cella feluletén 1év6 oligonukleotid adapterekhez. Az amplifikacio soran elGszor
elhajlitjak a DNS szalakat, igy a szabad véguk hibridizalni fog az aramlasi cella feltletén
1év6é masik lehorgonyzott adapterekhez. A méasodik lépés a komplementer szél szintézise,
ahol primerként a lehorgonyzott adapterek vannak felhasznalva. A komplementer szalak
szintézise utan a ketts szalakat ujbol denaturdljak. Az amplifikacio tobbszori ismétlés
utdn az aramlasi cella egy teriiletén ugyanannak a fragmentumnak sok masolata lesz
megtalalhatd, amit klaszternek neveznek. Szekvenalas el6tt eltavolitjak a klaszterekben
1év6 komplementer iranyU szalakat. A szekvenalasi reakcio soran a szekvenalo készulék
fluoreszcensen jeldlt dNTP-ket adagol az aramlasi cellara. Ezen nukleotidokat a
polimerédzok be tudjak eépiteni a komplementer szalakba, azonban a fluoreszcens jelolések
megakadalyozzék a komplementer szalak tovabbi szintézisét. A kovetkezd 1épésben
gerjesztik a fluoreszcens festékeket, amiket egy CCD kamera segitségével detektalnak
[96]. Végll eltavolitjdk a szintézist gatld fluoreszcens jelOléseket, igy a kovetkezd

fluoreszcens nukleotidok is képesek lesznek beépulni.

lon Torrent

Az lon Torrent technologiaja manapsag az egyik legijabb és leggyorsabban terjedd

szekvenalasi modszer a piacon. A mddszer eldnye, hogy elédjeikkel szemben nem alkalmaz

fénydetektéalast a szekvendlas kdvetésére, tovabba nincs sziiksége specialisan kifejlesztett

nukleotidokra. Az lon Torrent minta elékészitése emulziés PCR (emPCR) reakcioval
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torténik. Az emPCR sordn egy viz/olaj emulziét hoznak létre, minden vizcseppbe egy
gyongy, egy polimeradz, a dNTP-k, és egy DNS szal ker(l be. A gyongy felszinén talalhatok
a lehorgonyzott primerek, amirél a komplementer szalak szintézise megy végbe. A PCR
reakcio végen minden gyongyon egy felsokszorozott DNS lesz talalhatd. A gydngyok egy

specialis, miniatiir tiregeket tartalmazé Un. ,,ion chip ”-re kerllnek, ahol minden Uregbe egy

gyongy fér el.

Az lon Torrent szekvenalas alapja a DNS szintézise kozben felszabadulé hidrogen
ion detektdldsa az un. ,jion chip” félvezetd érzékelével. A technoldégia CMOS-
kompatibilis (ez egy félvezetd épitési technoldgia), ami jelentésen csokkenti az eszkoz
koltségét. A csip harom mikrométeres Uregeket tartalmaz, az Uregek aljat egy fémoxid
érzékeld réteg alkotja. Az tiregben a nukleotidok beépulésekor felszabadul6 proton pH-
valtozast okoz, ez az érzékeld rétegben feliileti potencial-valtozasként jelenik meg. A
potencial-valtozas a réteg alatti ionérzékeny tranzisztorban (ISFET, azaz ion-sensitive

field-effect transistor) feszultségvaltozasként mutatkozik [97].
Az egy-molekulés Ujgeneracios szekvenalas
Pacific Biosciences

Ezt az eljarast angolul single-molecule, real time szekvenalasnak (SMRT) nevezik,
amit ,,egymolekula, valos idejii” szekvenaldsnak fordithatunk. A szekvenalast egy ureges
lap segitségével végzik, mindegyik Ureg tartalmaz egy, a lapra rogzitett polimeraz
enzimet, amit folyamatosan gerjesztenek. Szekvenalds sordn pirofoszfat csoporton
floureszcens festékkel jel6lt nukleotidokat Ontenek a lapra, amiket a polimerazok a
komplementer szal szintézisére hasznalnak fel. A beépllésik ideje alatt a készilék le
tudja mérni a nukleotidok pirofoszfat csoportjara rogzitett fluoreszcens festékeket [98].
A modszer hosszu leolvasasokat képes generalni, viszont hatranya, hogy a folytonos
gerjesztés miatt a polimeraz enzimek egy idé utan destabilizalodnak, ami szintezis

hibadkhoz vezet.
Oxford Nanopore

Az Oxford Nanopore altal fejlesztett szekvenald késziilék az elddjeitdl teljesen
eltéréen nem a komplementer szal szintézisén alapszik. A nanopdrusos szekvenélas a
négy bazis kulonbozo ,.elektromos” tulajdonsagaira épiilt. A szekvenalas soran az

egyszalu DNS darabokat 1 nm atmér6jii nanoporusokon vezetik at. Az egyes nukleotidok
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athaladésakor kiilonb6z6 mértékben valtoztatjadk meg a porusokon atmend aramerésséget.
Nincs szikség a DNS sokszorositasara, minden egyes szal egyenként ker(l leolvasasra.
Jelenleg 2D szekvenalast végeznek, ahol egy fragmens elsédleges szekvenalasa utan a

komplementer szal szekvenalasa kdvetkezik [99].

2.12. Orvosi kutatasban alkalmazott Ujgeneréacids szekvendlasi technikak

Az Gjgeneracios szekvenalas f6 felhasznalasi terlileteit a 2. tAblazat foglalja dssze.

2. tablazat. Ujgeneraciés szekvenalas f6 alkalmazasi teriiletei.

Modszer cél
Uj genom osszedllitasa
Teljes genom Polimorfizmusok, mutaciok, keresése; Strukturalis

variaciok azonositasa [100]
Genom kadolo régidiban val6 polimorfizmusok és
mutaciok azonositasa [101]

Célzott szekvenalas Cél gének vizsgalata (1-1000) [102]
Génkifejez6dés kvantifikalas [103]
MikroRNS génkifejez6dés vizsgalata [104]
Fehérje-DNS interakcidk azonositasa [105]
Metilacids valtozasok azonositasa [106]
Metagenomika Mikroorganizmus 0sszetétel meghatarozas [107]

Teljes exom szekvenalas

Transzkriptom szekvenalas

Epigenetikai szekvenalas

Az Ujgeneracids szekvenalasnak az eredeti felhasznalasi teriilete a teljes genom
szekvenalas (WGS, whole genome sequencing), ahol egy egész genomot parhuzamosan
vizsgalnak. De novo genom szekvendlds esetén a vizsgalt organizmus genom
bazissorrendje altalaban még ismeretlen, a mérés adataibol egy elsédleges genom vazlat
Osszedllitdsara van lehetdség. Manapsdg egyre gyakrabban végeznek teljes genom Ujra
szekvenalast betegséggel kapcsolatos gént nem kodold mutacidk és nagyobb strukturalis

valtozasok azonositsanak céljabol [108].

A teljes exom szekvenalas a genomnak fehérjét és RNS-t kodold szakaszainak a
vizsgalatara ad lehet6séget. Alapja, hogy a szekvenalas el6tt a darabolt genomialis DNS-
b6l megfeleld probak segitségével kihalasszuk az erdekelt szakaszokat (9. abra). A
technika elénye, hogy csokkenti a mérés koltségeit, viszont a nem-kodold szakaszokrol
nem ad informaciot. A teljes exom szekvenalas egyik valtozata a célzott szekvenalas, ahol
csak 10-1000 gén (vagy genom szakasz) parhuzamos vizsgalata a cél.
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9. abra. Teljes exom szekvenalas soran alkalmazott DNS el6készités l1épései. A
vizsgalandd DNS-t tordelik, majd exon probak felhasznaldsaval kihalasszak a gént
kddolo szakaszokat. A kihalaszott szakaszokat vegul tisztitjdk és elokészitik az

Gjgeneracids szekvenalashoz.

Transzkriptom illetve microRNS szekvenalés soran a sejtekben 1év6 sszes RNS
mennyiségét és mindségét analizaljak. Az izolalt RNS-t el6szor a végén 1évé poli-A farok
segitségeével tisztitjdk. Ez utdn az RNS-t toredezik, majd a fragmenseket véletlenszerti
bazissorrendii primer keverékkel visszaforditjak c-DNS-é (komplementer DNS). Ezen
mérések segitségével lehetséges az egyes gének kifejez6dési szintjét merni, valamint 0j
géneket és gen izoformakat azonositani. Tébb minta esetén lehetséges a differencialis
génkifejez6dés elemzés, amivel Gssze lehet hasonlitani a gének kifejez6dési szintjét két
vagy tobb minta-csoport kozott (pl. egy gyogyszerrel kezelt és kezeletlen csoportok
kozott).
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2.13. Az Gjgeneréacios szekvenalasi adatok elemzése

2.13.1. A FastQ formatum

Az Ujgeneracids szekvenalds eredménye egy fajl, ami tartalmazza a szekvenald
csipen mért DNS szakaszok bazissorrendjét, valamint leolvasdsi mindségeit. A
legelterjedtebb formatum a FastQ [109], ahol minden leolvasas négy sort foglal el (10.
abra). Az elsé sor tartalmazza a leolvasas nevét, amit egy ,,@” jellel azonositanak a sor
elején. A név éaltaldban magaban foglal tobb informéacidt, mint a csippen elfoglalt
koordinatat, a csip nevét, esetleg a szekvenalasi sav (angolul lane) szaméat. A méasodik sor
tartalmazza a szekvenalt DNS fragmens bazissorrendjét. Azon esetekben, ahol a mert jel
zajos, egy ,,N” betli taldlhatdé a megszokott bazis kodok helyett. A harmadik sor
elvalasztoként altalaban egy ,,+” jelet tartalmaz, ritkabb esetekben a leolvasas nevével
Kipotolva. Az utolso sorban talalhatok az egyes leolvasott nukleotidok mindségi értékei
egybetiis kodolasban. A mindségi értékek hossza megegyezik a leolvasott DNS
szekvencia hosszaval [110]. Az egybetiis mindségi értékek kodolasanak elénye, hogy a
0-41 kozotti skalan terjed6 értékeket egy karakterre valtoztatja, igy csokken a fajl mérete
(sz0koz sem sziikséges az értékek kozott). Tovabbi eldnye, hogy egyszerlisiti a tovabbi
feldolgozast, mivel a mindségi kod i-edik karaktere a leolvasott szekvencia i-edik

nukleotidjdhoz rendelhetd.

Savon beluli Minta
Flow-cell sav  darab Xkoord. Y-koord. azonosito
Eszkoz azonositd +_ T~ \ / Leolvasas els6 vagy masodik par

QHWUSI-EASI00R:6:73:941:197340/1
GGGTGATGGCCGCTGCCGATGGCGTCAAATCCCACC
+

ITIITIITIIITIIIIIIIITIITIIIIIIIIIIIIOIGOIC

10. &bra. A FastQ formatum példaja. Az elsé sor tartalmazza a leolvasas nevét, a
masodik sor a leolvasott szekvenciat, a harmadik sor egy elvalaszto ,,+” jelet, az

utolsé sor pedig a leolvasott bazisokhoz tartozé minéségi értékeket.

2.13.2. A FastQ adatok feldolgozasanak lépései

A FastQ formatumu adatok elsé feldolgozasanak lépései szinte barmely adatsor

esetén egyformak, alapvetéen a felhasznalt elemz6 szoftverek killénbdzhetnek. A GATK
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(genom elemz6 programcsomag) [111] ajanlasabol szarmazd nyers FastQ file elemzési
Iépéseit a 11. abran mutatom be. Harom lehetséges feldolgozasi lehet6ség van attol
fliggben, hogy mutacids, génkifejezddési, vagy epigenetikai elemzéseket végziink.

Mindegyik esetben eredmenyil egy k6zds formatumi BAM file az eredmény.

Nvers FastQ
Mindéségi ellendrzés, nyiras

17 Referenciara illesztés
Teljes Muthcié , ¥ . RNS
genom Ujraillesztés v

' v Transzkriptom  Referencia
De novo Duplikdtumok eltdvolitisa vagy genom  mentes
osszeallitas P Y &

|

Minoségi értekek ujrakalibrdlasa

Rendezetlen BAM
formatum

l Leolvasdsok rendezése

Elemzésre kész BAM formatum

11. abra. Nyers FastQ fajlok feldolgozasi Iépései. A leolvasasok nyirasat és mindségi
ellendrzését kovetoen illesztjiik egy referencia genomra (RNS szekvenalas esetén

akar transzkriptomra), majd rendezzuk.

2.13.3. Adatok minéségének ellenérzése és nyiras

A nyers adatok feldolgozasanak elsé 1épése a mindségi ellenérzés. A legismertebb
ellenérzd szoftver a mindségi paraméterekrdl grafikus megjelenitést is készité FastQC

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk) csomag. A legfontosabb mindségi

parameéterek a leolvasasok szdma, a leolvasasok atlagos mindésége, a leolvasott bazisok
pozicid szerinti minéségi eloszlasa, a GC bazisok aranya, valamint a minta el6készités
soran keletkezett szennyezddések (pl. adapterek, primerek) mennyisege. Azon esetekben,
ahol egy vagy tobb paraméter nem megfeleld, ott érdemes az adatokat nyirni (angolul

trimming).

Az adatok nyirasa alatt a nem megfeleld leolvasasok, vagy leolvasas vegek

eltavolitasat értjuk. Ezt tobb szoftverrel végezhetjik, legismertebb peldak a trimmomatic
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[112] és a http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/contact.html honlapon elérheté FastX-
toolkit. Ezen szoftverek segitségével képesek vagyunk eltvolitani a rossz minéségii
leolvasasokat és leolvasas részeket, valamint levagni a kontaminaciok kordli leolvasasi
vegeket. Az adatok nyirasa utdn érdemes a mindségi ellenérzést Ujra elvégezni. Ha a
mindségi problémak tovabbra is jelen vannak, akkor szigorabb kritériumokkal sziikséges

tovabb nyirni az adatokat.

2.13.4. A leolvasasok illesztése

A szekvencidk illesztése soran Kikeressilk a leolvasasok (vagy szekvencia)
poziciojat egy referencian, valamint a leolvasésok egyes bazisait a leheté legjobban
megfeleltetjik a referencia szekvenciaval. Bar a feladat egyszeriinek tiinhet, az
ujgeneracios szekvenalasi adatok illesztéset két faktor neheziti: 1) a referencia szekvencia
altalaban egy teljes genom szekvenciaja, ami a Human Genom esetén toébb, mint 3
milliard bazisbdl tevédik Ossze, valamint 2) egy mérés alatt 10-100 millié leolvasast
mérink parhuzamosan. A nagy adat mennyiség miatt a klasszikus Smith-Waterman [113]
vagy a nagysagrendekkel gyorsabb BLAST [114] alapu illesztokkel végzett kiértékelés

hetekig tartana egy atlagos asztali szamitogépen.

Az utobbi években megjelentek olyan illesztd algoritmusok, melyek az
ujgeneracids szekvenalasi adatok gyors feldolgozasat teszik lehetové. Ezen szoftverek
alapja, hogy a referencia szekvenciardl elkészitett Burrows-Wheeler transzfrormalt
(BWT) és Ferragina-Manzini index (FM-index) felhasznalasaval linearis idében lehet
keresni nagy genomokban, ezzel felgyorsitva az illesztés folyamatat [115]. Az illesztés
sorén ugynevezett heurisztikékat (egyszerisitéseket) is alkalmaznak a feldolgozéashoz

sziikséges id6 tovabbi csokkentésere.

2.13.5. Mutécio és epigenetikai alapu szekvenalasi adatok feldolgozasa

Az legismertebb illeszté programok a mutacios és az epigenetikai adatok kezelesére
a BWA [116], a Bowtie2 [117] és a Novoalign
(http://www.novocraft.com/products/novoalign/) szoftverek. Az illesztés utan az
adatokat SAM (Simple Alignment and Mapping) formatumrol a tomoritett BAM (binaris
SAM) formatumra alakitjuk at, majd rendezzik az illesztett leolvasasokat a kromoszoma,

valamint kromoszoman belili pozicio alapjan. Mivel az illesztés soran egyszeriisitéseket
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alkalmazunk a gyors feldolgozas érdekében, igy nem minden esetben kaphatjuk a legjobb
eredmeényt. A pontatlansagok féleg a nagyobb méretii indelek (,,inszercidk és deléciok™)
kornyezetében fordulhatnak eld, ahol a szoftverek inkabb tébb szubsztitdcios hibaval
illesztenek, ezzel kihagyva a kérdéses indeleket. Emiatt mindig érdemes az illesztett
leolvaséasokat Ujrailleszteni a hibak kijavitasa érdekében. Ujraillesztés soran a szoftver
eldszor kikeresi azon régiokat, ahol sok egymashoz kodzeli szubsztitucio talalhatd, majd
ezen régiokban kisebb vagy nagyobb indeleket bevezetve megprébalja csokkenteni a

szubsztituciok szamat [111].

Az UGjraillesztés utan a duplikatum leolvasasok kezelése az utolso lépes. llyenkor
egy programmal megjel6ljik az ismétlédo leolvasasokat, hogy csokkentsiik a minta

elokészités soran keletkezett miitermék leolvasasok szamat, illetve a zaj aranyat.

2.13.6. Az RNS szekvenalasi adatok alap feldolgozasa

Az RNS szekvenalasi adatok feldolgozasa soran tobbféle informéciot tudunk
kigytjteni, attol fiiggden, hogy teljes genomra, vagy csak a transzkriptomra illesztjik a

leolvasasokat [118].

A transzkriptomra illesztés manapsag egyszert és gyors feladat. Az elemzés soran
az ismert gének, valamint gén izoformak szekvencijat hasznaljuk referenciaként. A
modszer hatranya, hogy nincs lehet6ség 1j gének keresésére, csak az ismert gének

kifejezédeési szintjérdl nyeriink informaciot.

Teljes genomra torténd illesztés sorén a teljes genomot hasznaljuk referenciakeént,
igy a bonyolultabb megkozelitésti spliced alignment segitségével tudunk pontosan
illeszteni. Ilyen esetben a leolvasasok gyakran egy gén két kiilonb6zé exonjara
illeszkednek, amik egy intronnal vannak elvalasztva. A modszer hatranya, hogy a
folyamat joval lassabb, és nagyobb a hibalehetdsége. Elonye, hogy nem csak az ismert
génekr6l, valamint gén izoformakrol kapunk informéciot, hanem képesek vagyunk (j
géneket és izoformékat is azonositani. Manapsag leggyakrabban hasznélt RNS
szekvenalast genomra illesztok a TopHat2 [119], a HiSat2 [120] és a STAR [121]

szoftverek.

Az RNS szekvenalas adatainak feldolgozéasa soran az utolso 1épés a kifejezddési

szint meghatarozésa. llyenkor &ltalaban tobb minta adatsorat szoktdk egydttesen
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feldolgozni. A 1épés soran a szoftverek el@szor kiszamitjak az egyes génekre (vagy
izoformékra) illeszked6 leolvasasok szamat, amiket normalizdlnak. Manapsdg a
legnépszeriibb normalizalasi médszerek az FPKM [122] és az RSEM szamitasa [123],
illetve a nyers leolvasas szamokbdl vald tovabbi feldolgozésa statisztikai

programcsomagokkal mint példaul a DESeq?2 és az edgeR [124, 125].

2.13.7. A DNS mutéaciok azonositasa

A DNS mutaciok lehetnek 0roklottek, vagy uUjonnan szerzett (pl. tumoros)
szomatikus mutaciok. Azonositasuk jelentdsen eltér egymastol, gyakran mas a szoveti

forrasuk, valamint az eloszlasuk a mintakban.

Oroklott mutaciok azonositasa

Az 6roklott mutdciok jelen vannak minden sejtiinkben, valamint tovabb 6rokléddnek
a lednysejtekben. A populécio legaldbb 1%-aban jelen 1évé 6roklott mutacidkat
polimorfizmusoknak nevezzilk. Az 6roklott mutaciok lehetnek heterozigotak vagy
homozigotak, attol fiiggben, hogy a diploid sejt egyik vagy mindkét homoldg

kromoszomajan jelen vannak.

A mutacidk azonositasa soran az illesztett leolvasédsokban olyan genomialis
poziciokat kerestink, ahol tobb leolvasasban eléfordul egy valtozas. Mivel egy adott
lehet sz&molni a mutécid varians allél frekvencigjat. A szamitott allél frekvencidbol

kovetkeztethetlink arrdl, hogy a mutacié homozigéta vagy heterozigoéta.

Napjainkban a legismertebb 6roklott mutacio keresdk a samtools [126], valamint a
GATK szoftvercsomagban 1évé Unified Genotyper és Haplotype Caller [111]
programok. A Haplotype Caller el6nye, hogy az illesztett adatok olvasasa soran a
zajosnak itélt régidkban (példaul ahol magas a szubsztitlcidk aranya) lokalis genom-
Osszeallitas segitségével probalja kikuszobdlni az illesztési heurisztikakbdl szarmazd
hibakat. A  feldolgozas eredménye egy VCF (Variant Call Format,
https://samtools.github.io/hts-specs/VCFv4.2.pdf) formatumd fajl, ami tartalmazza a
mutécidk poziciojat, a valtozasok tipusait, valamint a hozzgjuk tartozd mindségi

paramétereket.
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Szomatikus mutéacidk azonositasa

A tumorokban 1év0 szomatikus mutacidk azonositasa sordn olyan valtozasokat
keresunk, melyek jelen vannak a tumorban, viszont a normal szévetb6l hianyoznak.
Ehhez kilon kell szekvenalni egy normal szovetbdl szarmazo, illetve egy tumor szovetbol
szarmaz6 DNS mintat. Szomatikus mutécidkat azonositani joval bonyolultabb folyamat
az 0roklott mutacidknal, mivel a tumorok genetikai alloméanya viszonylag dinamikusan

valtozik.

A szomatikus mutaciok azonositasara tébb szoftver érhet6 el, ismertebb példak a
Mutect2 [111], a VarScan2 [127], a SomaticSniper [128], a muse [129] és a Strelka [130]
programok. Tobb tanulméany bemutatta, hogy két szoftverrel azonositott mutaciok 10%-
80%-ban egyeznek meg [131, 132]. Az elemzés mindségének javitasa érdekében a
szomatikus mutacidk keresését altalaban tobb szoftverrel szoktak elvégezni (pl. TCGA).
A kiértékelésnél vegul a) csak két vagy tobb szoftverrel azonositott mutaciokat fogadjak

el, vagy b) az egyes szoftverek eredményét egyesitik.

2.13.8. Kopiaszam-valtozas események azonositdsa és a tumor arany

meghatérozésa

Kopiaszam-valtozas esetén teljes kromoszomék vagy kromoszoma részek
felsokszorozodhatnak, vagy torlédhetnek. Ennek kovetkezménye, hogy az Gjgeneracios
szekvenalas soran a valtozast lefed6 leolvasasok szama megvaltozik. Ezt a jelenséget
tumoros és normal szdveti minték dsszehasonlitasaval jellemezhetik. llyen esetekben az
elemz6 programok valamilyen statisztikai teszt segitsegével 6sszehasonlitjak a normal és

tumoros régidk kdzti normalizalt lefedettségi értékeket [133, 134].

Tumor-arany meghatarozasanal azt probaljuk megbecsulni, hogy a szekvenalt DNS
mekkora hanyada szarmazik tumor sejtekbdl. A meghatdrozas soran altalaban a
kopiaszam valtozas eseményeket, illetve a mutacids adatokat hasznaljak. A tumor arany
meghatarozasa gyakran a normal és tumor mintdban meért o6roklott mutéciok

frekvencigjanak kilonbsége alapjan torténik [135].
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2.14. A tulélés-elemzés

Tulélés-elemzés sordn valamilyen esemény bekdvetkezési idejének kilonbséget
hasolitjak dssze ket (vagy tdbb) betegcsoport kozott. Az onkologiai kutatasban a talelés-
elemzés soran leggyakrabban 6sszehasonlitott események a teljes talélési idére, a tumor
progressziomentes tulélésre, és a relapszusmentes tulélésre vonatkoznak [136]. A teljes
talélési id6 a diagndzistol szamitott teljes élettartamot jeldli. A progresszidmentes talélés
a diagnozis és a tumor progresszidja kozt eltelt idot jelenti. A relapszusmentes id6 a

diagnozis és elso relapszus kozt eltelt idét jeldli.

A vizsgalatokba bevont nagy betegszdmok miatt gyakran nehéz a betegek pontos
utan kovetése, igy az adatok hianyosak lehetnek. Erre példa, ha a beteg a vizsgalat végén
még életben van, vagy esetleg a vizsgalattol fuggetlenil exital. Tlyen esetekben az id6t

rrrrr

befolyasoltak.
Kaplan—Meier gorbék

A Kaplan-Meier gorbék a betegek tulélését mutatjék az id6 fiiggvényében [137]. A
tulélési gorbe y-tengelye jeldli az eseménymentes (pl. halalozott) populécio
valoszinliségét, az X-tengely az id6t. Amig esemény nem kovetkezik be, addig a gorbe
vizszintesen halad. Ahogy a betegekben bekdvetkezik egy esemény, a gérbe megtorik, és
leesik a megfeleld szazalékra. Azon esetek, ahol az id6 cenzorélt, azt a megfeleld idében

a gorbét metsz6 ,,x”-szel jelolik.

rrrrrrr

Osszehasonlitani [138]. A tulélés idoknek eltérésének mértékét a kockézati rataval
jellemzik, amit a Cox féle ,aranyos kockazat” modell felhasznalasaval szoktak
kiszamolni. A 12. abran lathato a KI67 proliferacioval asszocialt gén kifejezédési
szintjének Osszefuggése a betegek relapszus mentes tulélésével (kmplot.com [139]). Az
abran lathato, hogy a magas K167 gén kifejezédésekor rovidebb a relapszus mentes
talélés. A két csoport kodzti kockazati rata (HR) értéke 1,43; a logrank p értéke 1,7E-10.
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K167 kifejezodés
3 HR =1.43(1.28 -1.59)
logrank P = 1.7e-10
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12. &bra. A KI67 gén Kkifejezodési szintjének osszefiiggése relapszus mentes

tuléléssel.
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3. Célkituzeések

PhD munkam soran az intra-tumor heterogenités hatasat kivantam megvizsgalni in
vitro modellezéssel, valamint petefészek-tumor mintakbol szarmaz6 Ujgeneracios
szekvenalasi adatsorok segitségével. Ezzel kapcsolatban olyan elemzOrendszer
kidolgozasat is célul tiiztem ki, amely egy génmutacioé hatasara 1étrejovo génkifejez6dés

valtozésanak mintazatabol vegezi a tulélés elemzest.
Célkittizéseim a kovetkezok a két témaval kapcsolatban:

« Megvizsgélni a tumor-heterogenitas kapcsolatdt a tumorokban kimutatott
szomatikus mutaciokkal. Munkam soran az alabbi részcélokat tiiztem ki:
a. In vitro kisérletekkel vizsgalni a sejtmozgas hatdsat az Gjgeneracios
szekvenalassal mérhetd Osszetételre.
b. Az jgenerécidés szekvenalds pontossdganak vizsgalata ismert
Osszetételll sejtvonal keverékek felhasznalasaval.
c. A szekvenalt tumor mérete és a detektalt szomatikus mutaciok szama

kozotti dsszefliggés vizsgalata petefészektumor mintak segitségével.

o A génmutaciok és a génkifejezddés kozti kapcsolat vizsgalata, amihez a
kovetkezd részcélokat tiiztem ki:
a. A génmutécidok eredményeképpen 1étrejové génkifejez6dés valtozas
hatasanak vizsgalata az eml6tumoros betegek tulélésére.
b. A TP53 génmutaciora visszavezethetd megvaltozott génkifejezodési

mintazat elemzése és értelmezése.

Munkam els6 részében célom volt tehat meghatarozni az Gjgeneracios szekvenalas
pontossagat és reprodukalhatosagat in vitro kiserletekkel, valamint petefészek tumorok
multirégids szekvenalasaval. Munkam masodik részében egy olyan elemzbrendszer
kidolgozasa volt a célom, amely képes a szomatikus mutaciok kdvetkeztében kialakuld
prognosztikus génkifejez0dés valtozasokat azonositani, ezzel el@segitve 1) potencialis

biomarkerek azonositasat.
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4. Modszerek

4.1. In vitro sejtvonalas invazios kisérletek

4.1.1. Sejtkulturak

A sejtmotilitdsi mérésekhez négy melanéma sejtvonalat valasztottam ki: A375,
MEL-JUSO, SK-MEL-28 és MEWO. A sejtvonalak koziil kett6 stabilan transzfektalt
fluoreszcens fehérjét kodolo gént tartalmazott (Linterna A375 GFP-t kifejez6 sejtvonal,
Innoprot; MEL-JUSO FP602-GVO-CD RFP-t kifejezé sejtvonal, BioCat). A sejt
keveredés kovetése esetiikben fluoreszcens videomikroszkopos kisérletekkel is el lett
végezve. A MEL-JUSO sejtvonalakat RPMI-1640 médiumban, az A375 GFP, SK-MEL-
28 és MEWO sejtvonalakat pedig DMEM médiumban voltak tenyésztve sejtkultura
flaskakban 37°C-on és 5% CO mellett. Mindkét médium ki volt pétolva 10% FBS-sel,

és 1% penicillin-sztreptomicin-amfotericin B-vel.

Az invazibs kisérletek soran 3 sejtvonal (A375, SK-MEL-28 és MEWO) mintéibol
volt elvégezve az Gjgenerécids szekvendlas. Ezért ezen sejtvonalakhoz specifikus, igazolt
mutaciokat kerestem a COSMIC Cell Lines Project (v80) és ATCC adatbazisaibol (3.
tablazat). A félkovér betlitipussal jelolt muticidkat elozetesen igazolva lettek Sanger

szekvenalassal.
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AmpliSeq Designer szoftver segitségével terveztiink specifikus primereket.

o aminosav A ) .
Gén név csere cDNS / , Sejtvonal
heterozigota(1)
A1CF €.913G>A | p.D305N 2 A375
ABL2 | c.2795C>T | p.S932F 1 MEWO
APC €.388A>G | p.S130G 2 SK-MEL-28
BRAF | c.1799T>A | p.V600E 2;2 A375;SK-MEL-28
CDK4 c.70C>T p.R24C 1 SK-MEL-28
CHECK2 | ¢.1180G>A | p.E394K 1 SK-MEL-28
EGFR | c.2257C>T | p.P753S 2 SK-MEL-28
FGFR2 | c.1906G>A | p.E636K 2 A375
FLI c.1064G>A | p.R355K 2 MEWO
JAK?2 c.1774G>A | p.E592K 1 SK-MEL-28
JAK3 | ¢.2078C>T | p.P693L 1 SK-MEL-28
MCF2 C.784G>A | p.E262K 2 A375
MYH2 | c.4337C>T | p.Al446V 2 SK-MEL-28
NF1 c.4006C>T | p.Q1336* 2 MEWO
NLRP3 | c.913G>A | p.D305N 2 SK-MEL-28
PAGE4 | c.215G>A | p.R72Q 2 A375
PTCH1 | c.2174C>T | p.P725L 2 MEWO
PTEN C.499A>G | p.T167A 2 SK-MEL-28
RUNX1 | ¢.908C>T p.S303L 1 A375
SETX | c.7018C>T | p.R2340* 2 A375
TP53 €.949C>T | p.Q317* 1 MEWO
TP53 c.772G>A | p.E258K 1 MEWO
TP53 c.434T>G | p.L145R 2 SK-MEL-28
TP63 c.485C>T | p.S162L 2 MEWO
ZNF384 | c.1442C>T | p.P481L 2 MEWO

4.1.1. Gyiiris invazios Kkisérletek

A gyiiriis invazios kisérletek FlexiPERM ® conB sejtkizaro szilikon gytrtivel lettek

elvégezve. A Kkisérletek soran a gyiiriiket 60x15 mm nagysagu sejttenyészté csészék
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kozepébe lettek helyezve. A belsd sejtkultiira ndvesztésére alkalmas tertilet 3.1cm?, mig
a kiilsé teriilet 17.9cm? volt. A szilikon gytirti keriilete a csésze aljan volt megjelolve. Az
elsé sejtvonal 300.000 sejtet tartalmazd 3ml DMEM médiumbdl volt a belsé régidba
helyezve. Miutan a sejtek letapadtak a tenyésztd csészére, a szilikon gytrit Ki vettik, és
1x PBS moséassal eltavolitottuk a sejttdrmelékeket. A masodik sejtvonal (minden esetbe
a MEWO volt) a csésze teljes feluletére lett hozzdadva 6ml DMEM médiumban, amiben
0sszesen 600.000 sejt volt. A tenyészto tap két naponta volt cserélve. Mintavételezés
soran a szilikon gytiri kiils6 hatarardl gyijtottiink mintat a gytiri koriil egy 10mm széles
steril kapardval. Hattér mintaként a tenyészt6 csésze széle kortl gytjtottink mintat a

10mm széles steril kapardval.

Két fluoreszcens sejtvonal esetén videomikroszkopos felvételek is késziltek. A
tenyésztd csészén jelolt szilikon gylrti hatarokat mikroszkép (Leica Microsystems)
segitségével folyamatosan figyeltiik. Fluoreszcens mikroszkopos felvételek tobb
pontban, a szilikon gytirii kiilsé és bels6 hataraban késziltek. A képek feldolgozasat az

Image J szoftverrel végeztem.

A detektalt mutacié frekvencidk 0©sszehasonlitdsa érdekében készitettiink
kalibracios keverékeket az A375 és a MEWO, valamint a SK-MEL-28 és a MEWO
sejtvonal parokkal. A kalibracios sorban a két sejtvonal aranya 2%, 5%, 10%, 25% és

50% voltak. Mindegyik esetben az MEWO volt a f6 (major) sejtvonal.

4.1.2. DNS izolalas és mindségellendrzés

A sejtvonal-specifikus mutacidk igazolasahoz genomidlis DNS-t izolaltunk a
sejtvonal monokultirakbol. Az egyrétegli sejtkulturat tripszin-EDTA-&s kezelés utan
felszuszpendaltuk, majd a genomi DNS-t a DNeasy Blood and Tissue Kittel (Qiagen,
Germany) izolaltuk a gyarto protokollja alapjan. A PCR reakciokhoz sziikséges 500 ng
DNS-t kértlbelill 5 X 10° sejtbdl izolaltuk minden sejtvonal esetén. A szilikon gyfirii
sejtinvazids esszében hasznalt sejtekbodl szintén izoldltunk genomialis DNS-t. Ennek
sorén a sejteket sejtkapardval vettik fel. A DNS koncentraciojat és tisztasagat 260 és 280

nm abszorbancia méréssel ellendriztiik Nanodrop ND1000 spektrofotométerrel.
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4.1.3. Sejtvonal-specifikus mutaciok igazolasa

A homozigéta és a heterozigdta sejtvonal-specifikus mutécidkat Sanger
szekvenalas segitségevel validaltuk. A sejtvonal-specifikus mutaciokat a COSMIC
sejtvonal adatbazisan lettek kikeresve (http://cancer.sanger.ac.uk/cell_lines). A DNS
szekvenalashoz polimeraz lanc-reakcioval amplifikaltuk a szakaszokat az izolalt
genomidlis DNS-bdl.

A PCR reakcié oOsszetételét és a PCR reakcio feltételeit a 4. és az 5. tablazatbha
foglaltam 0Ossze. A PCR reakciéhoz a DreamTaq PCR Master Mix (K1071) lett

felhasznalva.

4. tblazat. A PCR reakci6 soran alkalmazott reagensek.

Genomi DNS 500 ng

dNTP mix 10 mM

5’-3” primerek 10-10 uM

Taq polimeraz (ThermoFisher EP0701EP0701) 5U
Taq polimeraz puffer 1x

ddH20 | 25 pl végtérfogatra

5. tablazat. A PCR reakcio soran alkalmazott homérséklet és ido intervallumok.

Ciklusok Héfok Id6
Kezdeti denaturacié 94 °C 3 perc
94 °C 3 perc
35 ciklus 94 °C | 30 masodperc
53 °C | 30 masodperc
72 °C 2 perc
Végso elongacio 72 °C 6 min

A PCR terméket a NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (740609.50) kit

hasznalataval tisztitottuk meg. A Sanger szekvenalast a Semmelweis Egyetem Genomikai
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Medicina és Ritka Betegségek Intézetének a laboratériumaban végeztik. A DNS
szekvenciat a BioEdit és Genedoc szoftverekkel ellendriztiik.

4.1.4. Videomikroszkopia

A sejtek mozgasanak kovetesét egy szamitogép altal vezérelt Leica DM IRB
forditott elrendezésti mikroszkdppal végeztik Marzhauser SCAN-1M allvanyzattal, 10x
N-PLAN objektivvel, 0,25 apertardval, és 58 mm gyujtotavolsdggal beéllitva. Az
epifluoreszcens felvételeket a mikroszkdphoz kapcsolt Zeiss Colibri vilagitasi rendszerrel

és Olympus DP70 color CCD kameraval készitettlk el.

A sejtkultdrdkat egy mini inkubatorban (CellMovie) tartottuk fenn a
videomikroszkopia soran. Az inkubatorban a sejtvonalak sejt kultdras Petri csészékben
(Greiner, Németorszag) 37 °C-on 5% CO mellett voltak fenntartva. A rendszer 72 6ran
keresztiil 10 percenként készitett egy faziskontraszt és egy fluoreszcens felvételt a kijel6lt
helyekrol. A felvételeket az NIH altal fejlesztett ImagelJ szoftverrel dolgoztam fel.

4.1.5. Sejtmozgas mennyiségi meghatarozasa

A sejtmotilitds meghatarozasat a sejtek video-kdvetésevel végeztik. A sejteket a
tenyésztés els6 72 Orajaban kovettem videomikroszkopia segitségével. Az xi sejt vi(t)
sebességét t idében az alabbi képlet (1) szerint szamitottuk:

[xc; (E+AL)— x;(8)]
! vi() = =—— ——

az eltelt id6 (At) egy Orara volt bedllitva. Tlyen idGintervallumban az atlagos sejt

elmozdulas nagyobb 10um-nél, meghaladva a kézi kovetés soran felmeriilé hibakat.

Az atlagos sebességek szamitasat a (I1) képlet szerint végeztik:

1
I v(6) = 55 iy vi®

ahol N(t) a kovetett sejtek Gsszegét, vi(t) pedig az i-edik sejt t idobeni sebességét jeldli.

A négy sejtvonalrdl monokultiraban készitettiink videomikroszkopos felvételeket
72h id6tartamban. Minden sejtvonalndl 20 darab sejt mozgasat kdvettem manualisan,

majd feldolgoztam az (1) és (I1) képletek segitségével.
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4.1.6. Célzott szekvenalas lon Torrent technikaval

A sejtvonal-specifikus mutéacidkra tervezett DNS kdnyvtarat az AmpliSeq Designer
szoftverrel terveztiik 6sszesen 25 mutaciora (3. tablazat). A konyvtarat az AmpliSeq
Library Kit 2.0-val készitettlik el. A folyamat soran a primer keveréket (pool) 10 ng
genomialis DNS-hez adtuk hozz4, majd PCR reakcidval sokszorositottuk. A szekvenalsi
adapterek rékotése a primerek részleges visszaemésztése utan tortént. A konyvtar
tisztitast Agencout AMPure XP reagenssel végeztik el, a végsé koncentraciot Qubit 2.0
eszk6zon mértik meg. A szekvenalashoz sziikséges emulzios PCR (emPCR) reakciot és
minta elékészitést lon OneTouch eszkdzzel végeztik. Tisztitas utan az lon OneTouch ES
késziilékkel eltavolitottuk a DNS-t nem tartalmaz6 gyongyoket. Szekvenalasi primerek,
valamint polimeraz hozzaadasa utan a kész lon Sphere Particle (ISP) gydngyoket egy lon

314 csip-re toltottik és lon PGM 200 szekvenald Kittel szekvenaltuk 600x lefedettséggel.

4.1.7. Célzott ujgeneréacios szekvendlasi adatok bioinformatikai feldolgozasa

Az lon Torrent technikaval nyert célzott szekvenalasi leolvasasok mindségét
FastQC szoftverrel ellendriztem, a leolvasasok nyirasat a trimmomatic szoftverrel
veégeztem [112]. A megmaradt j6 minéségii leolvasasokat a BWA MEM szoftverrel [116]
illesztettem a GRCh37 referencia Huméan genomra. Az illesztett leolvasasokat a samtools
szoftvercsomaggal rendeztem és formaztam a tomoritett BAM formatumra. Végil a
leolvasasok illesztésének mindségét tovabb javitottam a GATK Altal javasolt eljarasa
alapjan [111].

A mutacio keresést a samtools mplileup szoftver [126] alap-beéllitasaval végeztem,
ahol csak az ismert mutaciokat lefed6 részekre sziikitettem az elemzést. A kimenetbdl Ki
lehetett szamolni az egyes mutacidkat tartalmazo6, vagy nem tartalmaz6 leolvasasok

aranyat.
4.1.8. A szekvendlasi lefedettségek 0osszefliggésének in silico vizsgalata a
mutacidk frekvenciajaval

Az in silico vizsgalatot elvégeztem 50x, 100x, 200x, 250x, 400x, 500x, 600x, 700x
és 1000x lefedettségi értékekkel, valamint minden percentilisen 1-99% kozott. A

szimulalas soran elészor generaltam 10.000 elemet (leolvasast). Az adott percentilisnek
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(vart) megfelel6 aranyt elemet megvaltoztattam, majd az elemeket 6sszekevertem Fisher-
Yates keveréssel. Végiil az els6 N elembdl kiszamitottam a mutacio frekvenciat (mért),
ahol N az adott lefedettseget képviselte. Minden lefedettségi értékre 100x ismétlést

veégeztem.

4.2. Az ovarium-tumor minték ujgeneréacios szekvendlasi adatainak feldolgozésa

A petefészek tumorok multi-régié szekvenaldsa 6t betegb6l volt elvégezve. A
mintak gyiijtése az Orszagos Onkolodgiai Intézetben tortént a 001-ALT.-9444-1/2013/59
kodu etikai engedéllyel. Minden betegtél egy normal vérszovet, valamint a mtott
tumorbdl harom részlet lett kigytijtve. Az egyes mintdkra vonatkozo klinikai adatokat a
6. tablazatba foglaltam 6ssze. Fontos volt, hogy egyik betegnél sem alkalmaztak genetikai

Osszetételt befolyasol6 neoadjuvans kezelést

6. tAblazat. A petefészek tumoros betegek f6 klinikai jellemzdi.

Laparotomia
CA125 | (optimalis/szub-

Azonosito | Kor | Stddium | Grade | Hisztoldgia | (U/mL) optimalis)
909 64 pT3a G3 szerdzus 326 Optimalis
847 65 pTlc Gl | endometrioid 295 Optimalis

328 64 pT3c G3 szerOzus 459 Szub-optimalis
358 60 pT3b G3 szerdzus 1970 Optimalis

239 49 pT3c G1 | endometrioid | 672 Szub-optimalis

A vér és tumor mintakbdl a ,,Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit” kit segitségével
izolaltuk a DNS-t a gyarto protokollja alapjan (Qiagen GmbH, Hilden, Németorszag). A
DNS koncentraciok NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel (BCM, Houston, TX, USA)

és Qubit 3.0 Fluorometerrel (Thermo Fisher Scientific, USA) is lemértik.

Minden beteg tumor mintajabdl harom térben elvalasztott régiobol izolaltunk DNS-
t, amit a 13. abran illusztralok. A ,,Régié 1” minta egy biopszia mintanak felel meg. A
»Régid 2” a lokalis minta, ekkor a biopszia kozvetlen kozelében 1évé 3 darabot
egyesitettiink, amibdl elvégeztilk a DNS izolalast. A ,,Régio 3” a globalis mintanak felel
meg, ekkor a tumornak mind a harom részébdl egyittvéve izolaltunk DNS-t. A betegektél

rendelkezésre allt vérminta is az 6roklott mutacidk azonositasara.
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Miitott darab
(3 tumor darab)

Régio6 3
(Globalis minta)

. (Lokalis minta)

Régio 1
(Biopszia)
13. dbra. Mintavételezés a tumor mintakbdl. Minden betegtél 3 tumor részlet allt

rendelkezésre. A biopszidknal és lokalis mintdknal a DNS-t egy tumor részletbol

izolaltuk. A globalis minta esetén mind a harom részletbél lett DNS izolalva.

Az egyes mintdkbol izolalt DNS koncentraciokat és mennyiségeket a 7. tablazat
foglalja 6ssze. A minta azonosito elsé harom karaktere a beteg azonositd, utolso karaktere
jeldli, hogy a vérmintabdl (0), a biopsziabdl (1), a lokalis mintabdl (2), vagy a globalis
mintabol (3) szarmazik a DNS. Ezeket a mintdkat a BGI laboratériuméaba

(https://www.bgi.com/, Hong Kong, Kina) kuldtik ki teljes exom szekvenalasra.
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7. tablazat. Ujgeneracios szekvenalasra kikiildott mintak koncentracioja

Minta koncentrécié térfogat DNS OD 260
azonositd | (Qubit) (ug/ml) (ul) hozam (ug) /1280
909-0 58,45 100 5,845 1,85
909-1 75,6 200 15,12 1,92
909-2 70,6 200 14,12 1,98
909-3 120 200 24 1,96
847-0 125,6 100 12,56 1,81
847-1 100 100 10 1,98
847-2 93,2 100 9,32 1,98
847-3 136 >50 6,8 1,98
328-0 66,35 100 6,635 1,83
328-1 177,6 100 17,76 1,97
328-2 99,8 100 9,98 2,04
328-3 99,4 100 9,94 2,04
358-0 25,2 100 2,52 1,53
358-1 507,8 100 50,78 1,91
358-2 133,6 100 13,36 1,93
358-3 123,6 100 12,36 1,92
239-0 45,1 100 4,51 1,8
239-1 122,8 100 12,28 1,99
239-2 72 100 7,2 1,98
239-3 188 100 18,8 1,98

4.2.1. Leolvasasok illesztése a referencia-genomra

Az exom szekvendlashol szarmazd leolvasdsok minéségét a FastQC szoftverrel
ellendriztem, a leolvasasok nyirasat a trimmomatic szoftverrel végeztem. A megfelel6
mindségli leolvasasokat a BWA MEM szoftverrel illesztettem a TCGA lerakatabol
letoltott GRCh38.d1.vdl Human referencia genomra. A SAM formatumu illesztett

leolvasasokat a samtools szoftvercsomaggal rendeztem és formaztam a témaritett BAM

formatumra.
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4.2.2. Az illesztések elofeldolgozasa

Az illesztett és rendezett BAM-formatumu illesztett leolvasasokban a
duplikdtumokat a picard-tools szoftver segitségével jeloltem meg. Az illesztett
leolvasasokban az inszerciok és deléciok kornyekén Gjraillesztést végeztem a GATK
RealignerTargetCreator és IndelRealigner programok segitségével. Ez az Gjraillesztés
kijavitja az illesztés mindségét azon régiokban, ahol magas az indelek és szubsztittciok
aranya. Végiil a leolvasasokon a mindségi értékeket ujra kalibraltam a GATK BQSR

szoftverével.

4.2.3. A szomatikus és az 6roklott mutacidok azonositasa és annotalasa

A szomatikus mutaciok azonositasat a GATK mutect2 szoftverrel végeztem el (14.
abra). A mutect2 egyszerre elemez egy normal szOvetbdél és egy tumor szdvetbdl
szarmaz6 BAM fajlokat. Milkodése soran Kikeresi azon mutaciokat, melyek
azonosithatok a tumor mintaban, viszont a normal mintdban hidnyoznak. A mutacio
keresést alapbeallitasokkal végeztem. A szoftver eredményét csak azokra a mutect? altal
elfogadott (,,PASS”-ként jel6lt) mutaciokra sziirtem, ahol mind a normal, mind a tumor
mintaban is legalabb 50 leolvasas lefedett, a mutacidot a tumorban legalabb 5 leolvasas

tartalmazta, illetve a normal mintdban maximum 1 leolvasasban volt jelen.
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239 328 358 847 909
BAM fajlok Vér Vér Vér Vér Vér
\ J
I h

Ploiditas és tumor | CNV | Bionszia Szomatikus B Mutacio keres'es
aranyok (sequenza) P mutdciok (mutect2) (HC gVCF mod)
Ploiditas és tumor |, CNV | Lokalis - » Szomatikus - Egyiittes mutacio

aranyok (sequenza) mutaciok (mutect2) keresés (HC)

Funckionalis

A

CNV ' Szomatikus -
mutaciok (mutect2)

Ploiditas és tumor
aranyok (sequenza)

(tumor minta BAM fajlok)

Kozos CNV
események

annotalas (snpEff)

annotalas (snpEff)

Szomatikus Populacio mutacio
mutaciok (mcaller) annotalas (dAbSNP)
Funkcionalis Klinikai mutacio

annotalas (ClinVar)
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14. abra. A petefészek tumorok adatainak feldolgozasa. A tumor ploiditas és tumor sejt arany szamitast a sequenza szoftverrel, szomatikus
mutacidk azonositdsat a mutect2 és az mcaller szoftverekkel, az 6roklott mutéaciokat pedig a GATK HaplotypeCaller szoftverrel

azonositottam.
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Az 0roklott mutacio azonositasat a GATK HaplotypeCaller programjanak alap
beallitasaival végeztem (14.4bra). Az egyes normal minték illesztett és rendezett BAM
fajljaibol gVCF modban tortént az elsédleges mutacio kereseés. A betegekre kildn
generélt GVCF fajlokbol egyuttesen genotipizaltam a GATK GenotypeGVCFs program
segitségével. A nyers mutaciokat tartalmazé VCF fajlon végll a VariantRecalibrator

programmal végeztem a mindségi kalibralast [111].

A mutacidk génekhez vald kapcsolasat az SNPeff programmal [140] végeztem a
GRCh38.86 Human genom verzié adatbazisanak felhasznalasaval. Ez alatt csak a
kanonikus gén izoformékat hasznaltam az annotélasra. A zaj aranyanak csokkentése
érdekében csak génekben, vagy valamely géntdl maximum 5,000 bp tavolsagra

elhelyezked6 mutaciokat fogadtam el.

Végul a normal mintdk mutacioit tovabb annotaltam a dbSNP [141] és ClinVar
[142] adatbazisok felhasznalasaval. A dbSNP adatbazissal valé annotalas segitségével
sikerllt beazonositani az irodalomban mar ismert populacios polimorfizmusokat. A
ClinVar adatbazis felhasznalasaval ki tudtam keresni az ismerten patogén, illetve

benignus mutéciodkat.

4.2.4. A szomatikus mutécié egyuttes azonositasa

A mutect2 csak egyedi mintak feldolgozasara alkalmas, emiatt kifejlesztettem egy
mutécié keresé szoftvercsomagot a mintak egydttes feldolgozasara, amit mcaller-nek
neveztem el (14.4bra). A szoftver a megadott bemeneti mutécié listan egyenként halad
végig, a BAM fileokban kikeresi azon ,,aktiv” régiokat, ahol valamennyi mintaban 1-nél
tobb mutécio talalhatd, amiknél elvégzi a mutacié keresést. Az eredmény egy olyan
tablazat, ami tartalmazza a szomatikus mutaciokat, valamint minden mintara egyedileg
listazza a mindéségi paramétereket, mint a lefedettség, a mutans leolvasasok szamat, a
szignifikancia szintet a hattérhez képest, és egyéb mindségi paraméterek. A program a

github lerakatban érhet6 el (https://github.com/pongorlorinc/mcaller).

4.2.5. A leolvasasok sziirése és beolvasasa az mcaller szoftverben

Az mcaller a feldolgozast a rendezett illesztési adatokat tartalmazé BAM fajlokbol

végzi. Az egyes leolvasasok sziirési paraméterei a szoftverben kilon valtoztathatok.
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Alapértelmezett hasznélatakor kisziiri azon leolvasasokat, amikben 1) egy vagy kisebb az
illesztési mindség, 2) duplikdtumként van jeldlve, 3) paired-end szekvendlasnal a par
masik kromoszomara illeszkedik, 4) négy vagy tobb valtozas van a referenciahoz képest,

valamint 5) talalhatoak un. ,,hard” valamint ,,soft” levagéasok az illesztésben.

Az elfogadott leolvasasok feldolgozasa soran az egyes bazisok adatait a program
kétdimenzios minéségi matrixokban tarolja, killéon minden bementi mintara. Egy matrix
x-tengelye a vizsgalt régio referencia szerinti poziciojat jel6li, y-tengelye viszont az adott
pozicioban illeszked6 bazisok mindségét tartalmazza a negy lehetséges bazisra vetitve.
Mivel megkiilonboztetjikk az elére- valamint vissza iranyban illeszkedd leolvasasokat,
emiatt a két irany adatait kiilon matrixban tarolja a program. A beolvasas soran az mcaller
0sszehasonlitja az dsszes leolvasas szekvenciajat a referenciaval és egy kulon vektorban
eltarolja minden pozicional a nem-referencia valtozasok szamat. Ha egy adott pozicioban
elegend6 valtozas talalhatd, azt eltarolja egy szotarban (angolul ,,hash’), mint mutacio

keresésre alkalmas aktiv regio.

4.2.6. Mutéaciok keresés aktiv régiokban

A mutacid keresés soran a szoftver elészor az aktiv régio +/-10bp kornyezetében
kiszamolja a zaj aranyat a pozicionként talalhato mutaciok atlaga alapjan. A zajhoz
tovabba hozzaadja a lefedettségének 0,25%-at, ami kozeliti a szekvendlas varhato
pontossagat. A szoftver Poisson kumulativ eloszlas fliggvény felhasznalasaval szamitja

az aktiv régioban 1évé mutacio6 valoszinliségét a zajhoz képest.

A kovetkez6 1épésben a szoftver megvizsgalja a mutacio iranyultsagi eltérését az
adott régiot lefedd leolvasasokhoz képest. A 1épés soran a szoftver kiszdmitja az adott
régio leolvasasi irdnyultsagait, valamint a mutans leolvasasok iranyultsagait a mindségi

matrixbdl. A kapott értekeket egy Fisher teszt segitségével hasonlitja 6ssze.

Az utolso Iépés sorén a szoftver megvizsgalja, hogy a mutans leolvasasok mindsége
mennyire tér el a kérnyezetben 1évo leolvasasok mindségétél Poisson kumulativ eloszlas
fuggvény felhasznaldsaval. Ez segit kisziirni a rossz mindségii leolvasasokbol szarmazo

mutaciodkat.

A mutacio keresés végén az mcaller minden mintéara killon oszlopban kilistazza

minden mutécidra az egyes tesztek szignifikancia értekét. A szoftver normal mintat is
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feldolgoz a tumor mintakkal egyutt, igy eredményében feltlinteti az 6roklott mutéciokat

is.

4.2.7. Kopiaszam valtozas elemzés

A kopiaszam valtozas elemzést a sequenza szoftver segitsegével végeztem (14.
dbra). A sequenza részben python, részben R szoftvernyelven késziilt, el6-
feldolgozasként a samtools és copynumber (R csomag) programokat hasznalja fel.

Bementeként két BAM f4jlt kell megadni, egyet-egyet a normal és tumor mintakbol.

Az elemzés els6 1épéseként a BAM formatumu leolvasasokat mpileup formatumra
kell alakitani a samtools szoftvercsomaggal. Ez alatt kisziirtem az 5-nél kisebb illesztési
mindséggel rendelkez6 leolvasdsokat. Az mpileup kimenetbdl a szoftver el6szor kikeresi
a normal mintaban 1évé mutaciokat (heterozigota és homozigéta), valamint kiszamitja a
variansok allél frekvencidjukat. A kovetkezé 1épésben kiszamitja ezen mutaciok varians
allél frekvencigjat a tumorban is. Ez a Iépés segit beazonositani azon genom régiokat,
ahol a mutéciok frekvencidja eltolodik a két minta kozott egy felteheté kopiaszam
valtozas esemény miatt. Kovetkez6 1épésben GC-arany normalizalast végez a normal és
tumor minték lefedettségi aranyaival. A normalizalas utan a copynumber csomaggal
elvégzi az allél-specifikus szegmentalast, valamint a tumor arany és a ploidités

becsléseket.

A szoftver altal valasztott optimalis értékek gyakran alul becsulik a tumor aranyt,
és fellilbecsili a ploiditast. Az eredmények javitasa érdekében minden elemzést kilén
elvégeztem a szuboptimalis értékekkel is. A ploiditast és a tumor aranyokat az egy beteg

mintai kdzt legkozelebbi értékek alapjan valasztottam.

4.2.8. A mutacioés mintazatok meghatarozasa

A muticiés mintazatokat a MutationalPatterns programcsomaggal [143]
szamitottam ki R kornyezetben. E16sz6r minden beteg adataibdl kivéalasztottam az egyes
régiokban kozds mutaciokat. A kovetkezd 1épésben letdltottem a BSgenome altal
elokészitett GRCh38 referencia human genomot. Ez utan letoltéttem az Alexadrov és
munkatarsai altal elére generalt mintazatokat [26] a COSMIC adatbazisbol [17]. A

letoltott  adatok  felhasznaldsdval a  MutationalPatterns  csomagban  1évé

55



DOI:10.14753/SE.2018.2166

fit_to_signatures() és plot_contribution() fliggvényekkel hatdroztam meg az egyes
mint&zatok hozzajarulasat a betegekben mért mutaciokhoz.

4.3. A TCGA adatbazis emlédaganatos és nem-Kissejtes tiidérak mintainak

feldolgozasa

A TCGA (The Cancer Genome Atlas) adatbazisbol dsszesen 762 emlétumoros és
555 nem-kissejtes tiidorakos beteg adatait dolgoztam fel. Az adatokat a geneTorrent
(v3.8.5) szoftver segitségével toltottem le a CGhub lerakatrdl. Minden betegnél adva volt
egy tumorszoveti, valamint egy normal vérbdl végzett exom szekvenalasi adatsor. A

feldolgozott adatbdzis meghaladta a 20Th méretet.

Mivel a letoltétt exom szekvenalési adatok a GRCh37, GRCh37-lite, és HG19
genom verziokra lettek illesztve, emiatt az adatelemzést csak a f6 kromoszdémakra
sziikitettem, mivel a bazissorendjiik minden esetben megegyezett, csak a kromoszéma
nevek kulonboztek (példa. ,,chrl” és ,,17).

4.3.1. Azonositott mutaciok annotaléasa

Az exom szekvenalasi adatokbol valé mutéaciok azonositasat a Mutect szoftver alap
beallitasaval [144] végeztem. A Mutect osztalyozo6 rendszere altal ,,KEEP”-ként jel6lt
mutécidkat hasznaltam fel. Tovabbi sziirés soran kikerestem azon mutaciokat, ahol a

lefedettség legalabb 20x, valamint legalabb 4 leolvasas tdmasztotta ala a mutaciot.

A megsziirt mutaciok annotalasat az SNPeff (v3.5) szoftverrel végeztem [140].
Ehhez a GRCh37 Huméan genom annotacios adatbdzisat az SNPeff letolté moduljaval
készitettem el6. Az SNPeff-el végzett annotacidé eredményeként minden mutaciorol
megkaptam, hogy mely génben, vagy gén kdzelében helyezkedik el, illetve, hogy milyen
tipusu valtozast okozott. A kapott valtozas tipusok az alabbi kategdriakba voltak sorolva:
aminosav cserét okozo, csendes mutéacio, STOP vagy START kodont érinté mutacio,

intron mutécid, splice mutacid, valamint korai STOP kodont okoz6 mutécio.

Az annotalt SNPeff mutacidkat egy betlis kodolas segitségével redukaltam. Az
elemzések egyszertsitése érdekében készitettem egy olyan adat matrixot, amiben a
betegek oszlopokban, a gének sorokban lettek feltlintetve, a mutacié tipusok a cellakban

az egy betis kodolassal szerepeltek.

56



DOI:10.14753/SE.2018.2166

4.3.2. Génkifejez6dési adatok gyiijtése és normalizaliasa

A TCGA adatbdzisban minden betegrél elérhet6 volt a tumor minta RNS-
szekvenalasbol szarmazo normalizalatlan génkifejezddési adata is. Az RNS szekvenalast
minden esetben Illumina HiSeq 2000 eszkdzon vegeztéek. Az adatok normalizalasat
RSEM-el végeztem [123].

A microarray alapu génkifejez6dési adatokat az EGA (European Genome-Phenome
Archive) és GEO (Gene Expresion Omnibus) adatbazisokbol ertem el. Az adatbazisban
5,934 beteg nyers Affymetrix CEL formatumu génkifejez6dési fajlja volt elérhets. Az
adatokat MAS5 normalizaléssal dolgoztam fel a Bioconductor Affy [145] kdnyvtardban
R (v3.02) szoftverkornyezetben.

4.3.3. Statisztikai elemzés

A génkifejez6dés valtozast ROC (Reciever Operating Characteristic) elemzéssel
végeztem R kornyezetben a Bioconductor ROCR csomagjaval [146]. Az AUC (Area
Under the Curve) értéket a ROCR prediction() és performace() fliggvények
felhasznalasaval szamitottam ki. A szamitott eredményeket p<0,01 valamint >0,65 AUC

értekekkel szurtem.

Tulélés elemzést az R kdrnyezetben fejlesztett survplot csomaggal végeztem
(http://www.cbs.dtu.dk/~eklund/survplot/). Szignifikancia kiiszobként a p<0,05 valamint
HR>1,44 valasztottam.

4.3.4. A G-2-O (Genotype-to-Outcome) elemzé rendszer

Munkam soran egy olyan elemz6 rendszert fejlesztettem, amely parhuzamosan gén
kifejezodési és génmutacios adatokat is felhasznal a tulelés elemzeés soran. Az algoritmus
harom adatbazist hasznal fel: a TCGA adatbazisbdl szarmazd mutécids és RNA-seq
adatokat, valamint fliggetlen validacios adatbazisként egy microarray alapd
génkifejez6dési adatbazist. A modszer mitkodése két f6 szakaszra bonthato, bemenetként
egy gén nevet vagy azonositot kell adni, kimenetként meg Kaplan-Meier talélési gorbéket
készit (15. abra).
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Az elemzés els6 szakaszaban a szoftver kikeresi a Kivalasztott gén mutécidjanak
allapota fliggvényében megvaltozott kifejez6dést mutatd géneket a TCGA adatok
felhasznalasaval. A mutacidval rendelkez6 és vadtipusu tumorok kozti génkifejez6dés
valtozast ROC (Reciever Operating Characteristic) elemzéssel végzi el a szoftver, aminek
az eredménye egy tablazat, ami tartalmazza a felll- és alulszabalyozott géneket, a ket

csoport median génkifejezddési szintjét, valamint a statisztikai eredményeket.

A masodik szakaszban torténik a talélés elemzés a fliggetlen microarray adatbazis
felhasznélasaval. Az eldz6 1épésben azonositott géneket a szoftver kikeresi a microarray
adatbazisban, majd kiszdmolja minden betegnél a gének atlagos kifejez6dési szintjét
(ujjlenyomat kifejez6dés). A kapott metagén kifejez6dési szintekbdl kikeresi a median
értéket, amely alapjan a betegeket magas vagy alacsony kifejezddési csoportokra bontja.
Végll a kettébontott csoportok felhasznalasaval készit talélés elemzéssel Kaplan-Meier
abrakat. Az elemzés soran lehetéség van kivalasztani, hogy a metagén legyen kombinalt
(minden gén), vagy ketté bontva alul- illetve fellilszabalyozott génekre [147]. A metagén
ketté bontasakor két tulélési gorbe készil, kilon az alul- illetve a felil szabalyozott

génekre.
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15. abra. A G20 elemzorendszer folyamatabraja. A rendszer el6szor azonositja a

ROC elemzéssel a TCGA adatbazis felhasznalasaval, majd az azonositott génekkel

talélés elemzést végez egy fliggetlen gén csip adatbazison.
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5. Eredmények

5.1. Asejtvonalak motilitasdnak hatésa az jgeneréacios szekvenalas eredményére

5.1.1. Sejtvonal paraméterek meghatarozésa monokulturakkal

A négy vizsgalt sejtvonalrol (A375, MEL-JUSO, SK-MEL-28 és MEWO)
készitettlink egy-egy monokulturas videomikroszkdp-felvétel sorozatot. Ennek soran 72
oran keresztul 10 percenkent készultek a faziskontraszt felvételek (16/A &bra). Az
elkésziilt felvételekb6l minden sejtvonal esetén 20 darab sejtnek a mozgasat kdvettem,
majd elemeztem. Az elemzés eredményeként megkaptam a négy sejtvonal mozgasi
sebességét, valamint a sebesség valdszinliségi eloszlasokat (16/B abra). Az
eredményekbdl lathatd, hogy a MEWO sejtvonal altalaban 2-5 um/éraval lassabb volt a
tobbi sejtvonalnal, igy ezt valasztottam kontroll sejtvonalnak. Invazids sejtvonal
kategoridba az A375 és SK-MEL-28 sejtvonalakat soroltam be. A MEL-JUSO (GFP)
sejtvonalat kontrollként hasznaltam fel a fluoreszcens videomikroszkopos kovetési

kisérleteknél.

Az ujgeneracids szekvenalashoz kivalasztott sejtvonalakbdl (A375, SK-MEL28,
MEWO) Sanger szekvenalassal leellendriztiink 3 sejtvonal specifikus mutéciot (16/C
abra). A BRAF gén V600E mutéacidja jelen volt mind az A375, mint a MEWO
sejtvonalakban, az SK-MEL-28 sejtvonal viszont nem tartalmazta. A TP53 gén
tekintetében az SK-MEL-28 sejtvonal szintén vad tipust volt, mikdzben az A375
sejtvonal tartalmazott egy szinonim mutéciot, illetve a MEWO sejtvonalban egy
aminosav cserét okozé mutacio volt detektalhatd. Ezen kivil az EGFR génben
Kimutattunk két kiilonb6z6 aminosav cserét okozdé DNS mutaciét az SK-MEL-28 és

MEWO sejtvonalakban.
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16. abra. Az invaziés Kkisérletek elott meghatarozott sejtvonal specifikus

paraméterek. A) A monokultiréas videomikroszkdp felvételek az A375 sejtvonalral.
B) A videomikroszkép felvételekbdl meghatarozott mozgasi sebességek és sebességi
valésziniiségek. C) Sanger szekvendlassal igazolt mutaciok a BRAF, a TP53 és az

EGFR génekben.

5.1.2. Az invazio6s kisérletek

Az invazios kiserleteket szilikon gytriik felhasznalasaval végeztiik (17/A abra). A
kisérlet elokészitése soran elészor az invazids sejtvonalat (A375 vagy SK-MEL-28)
tenyésztettiik a szilikon gylirin beliil. Miutdn a sejtek megfelelden letapadtak,

eltavolitottuk a gyriit, és a csésze teljes feliiletére helyeztiik le a MEWO sejtvonalat.

Az invazio vizsgalatat ellenérzésként fluoreszcens videdbmikroszkopia segitségevel
is elvégeztik. Ennek soran a MEL-JUSO (RFP) sejtvonalat valasztottuk, mint invazios
sejtvonal, az A375 (GFP) sejtvonal volt a kontroll. A felvételekben 20 sejt kbvetésével
vizsgaltam a vandorlasi irdnyokat. Az utvonalakbol az latszodott, hogy bar tobbnyire
véletlenszerii volt a mozgas irany, valamennyire a tér telitettségétdl fliggott, ahol a sejtek

ink&bb a kevéshé telitett részek irdnyaba mozogtak.

Az invazios kisérletekhez az A375 / MEWO és SK-MEL-28 / MEWO sejtvonal
parokat hasznaltuk, mindkét esetben a MEWO volt a kiilsd sejtvonal. Mindkét kisérletet
kétszeres ismétléssel végeztik el. A 72 oras invazids kiserlet utan sejtkaparoval 10mm

sz¢€les savban gyiijtottiink mintat a szilikon gytiri sz¢le koriil és kontrollként a tenyészt6
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csésze fala koril. A mintdkbdl végzett DNS izolalast kovetden végeztiik a 25 gén szakasz
célzott Ujgeneracios szekvenalasat (3. tablazat). Az azonositott DNS mutaciok tipusa és

frekvenciaja alapjan mértem az invazio mértéket.

<'\ = A375 (GFP)/SK-MEL-28  B)
MEWO

4

<©\
A4

N

Kovetés fluoreszcens
videomikroszképidval

“Invazios minta 7o e
Ujgeneracios

Kontroll minta szekvenalas

17. abra. A gyiiriis invazios kisérlet elve. A) Eloszor az egyik sejtvonalat tapasztjuk
le egy szilikon gyiiri segitségével a tenyészto csésze kozepére. A letapadas utan a
gyliriit eltavolitjuk, és a masodik sejtvonalat a teljes feliiletre tapasztjuk. Az invazios
kisérlet végén két mintat gyiijtiink a szilikon gyiiri koriil. B) Az invazios Kisérletek
fluoreszcens videomikroszkopiaval val6 validalasa az A375 (RFP) és a MEL-JUSO
(GFP) sejtvonalakkal.

Az A375 és a MEWO sejtvonalak invazios kisérlete soran az invaziés mintakban
18,5% volt az infiltracid mértéke (18. abra). Az értéket a két sejtvonal homozigdta
mutaciok frekvenciaja alapjan szamitottam ki. Ehhez kepest a kiilsé kontroll régidban
kevesebb, mint 1% volt az infiltracié mertéke, ami alacsony zaj aranyra utal. A MEWO
sejtvonal heterozigéta mutéciodinak frekvenciaja 54% volt a kontroll mintaban, valamint

42% az invazios mintaban.

Az SK-MEL-28 és a MEWO sejtvonalak invazios kisérlete soran 8,9% volt az
infiltracidja mértéke az invazids mintakban (18. abra). A kontroll régidban 2 leolvasasban
azonositottam SK-MEL-28 sejtvonal specifikus mutaciokat, ami szinte teljesen

elhanyagolhato volt a kdzel 1000 db leolvasashoz képest.
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18. &bra. Az invazios Kiserletek eredményei. Az A375 / MEWO sejtvonalak invazids
kisérlete soran 18,4% volt az invazio mértéke a belsé6 mintaban, kiilsé mintaban
0,4% kontaminaciot mértink. Az SK-MEL-28 / MEWO sejtvonalak invazios
kisérlete soran 8,9% invaziét mértem a belsé mintaban, a kiilsé kontroll mintiaban

0% volt a kontaminacio.

A kiilsé6 kontroll régioban 1évé MEWO sejtvonal homozigéta mutaciok
frekvencidja egyik esetben sem érték el a 100%-os értéket. R&adasul az invazids
sejtvonalak homozig6ta mutaciok frekvencidjanak a szérasai egy kisérleten beliil 6-12%
kozott ingadoztak. Ez er6sen befolyasolhatja a mutacié detektalasanak lehetdségét,
valamint a mutacio frekvencidkra épiilé tumor evoluciot becslé programok eredményét.
A Dbiologiai ismétlések kozott atlagosan 3,8% (0-9% intervallumban) volt a mutacio
frekvenciak kozti kilonbség magas lefedettségeknél (>100x leolvasas), atlagosan 7,6%

(0-34% intervallumban) ha az alacsonyabb lefedettségii mutaciokat is bevontam.

Invazio soran az A375 sejtvonal szignifikansan nagyobb infiltraciot ért el az SK-
MEL-28 sejtvonalhoz képest (p=0,011), ami a MEWO sejtvonal homozigota mutécio
frekvenciainak 0sszehasonlitasa soran is észlelheté (p=0,0059) volt. Viszont nem
tapasztaltam szignifikans kilonbséget a két sejtvonal invazidja kdzott, amikor csak

heterozigota mutaciokat hasonlitottam 6ssze (p=0,39). Ennek egy lehetséges magyarazat,
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hogy a heterozigbta mutédciok kisebb mutacio frekvencidval rendelkeznek, ezzel
csokkentve az szazalékos kulonbségeket.

5.1.3. Sejtvonal kalibréacios sorok elemzése

Kalibracios sort vettiink fel annak vizsgalatara, hogy ismert dsszetételii mintaban
milyen pontosan lehet meghatarozni a sejtvonalak aranyat Ujgeneracios szekvenalassal.
A Kkalibracios szekvendlas soran ket sejtvonal lett dsszekeverve 2% / 98%, 5% / 95%,
10% / 90%, 23% / 75% és 50% / 50% aranyokban (19/A abra), az A375/ MEWO és SK-
MEL-28 / MEWO sejtvonal parokkal kilén, mindkét esetben két technikai ismétléssel.

Azon esetekben, ahol az egyik sejtvonal tette ki az arany nagy részeét, ott a mutacio
frekvenciak nagyobb pontossaggal kovették az Osszetétel aranyat. Viszont, ahol a két
sejtvonal (kozel) azonos mennyiségben volt jelen, ott a mutaciok frekvencidjanak a
szOrdsai 8% és 17% kozé estek magas lefedettségeknél (19/B abra). Heterozigota
mutécidknal szinte minden esetben magasabb volt a szoras, ilyenkor a két sejtvonal
aranya kevésbé befolyasolta az eredményt. A mutaciok frekvenciajanak a szorasai 1,6%

és 5,6% kozé estek a technikai ismétlések kozott is (19/C abra).
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19. abra. A sejtvonal kalibracios sor kisérletek soran ujgeneracios szekvenalassal
meért mutécio frekvenciak. A) A Kkalibracios sor o0sszetétele. B) A MEWO / A375
sejtvonal parokbdl mért homozigéta mutécié frekvenciak. C) A MEWO / SK-MEL-
28 sejtvonal parokbol mért heterozigota mutacié frekvenciak.

Az in silico modellezés soran szamitott mutaciok frekvenciajanak atlagos szérasa a
kalibracios szekvendlashoz hasonld eredményt mutatott (20. &bra). Alacsony
lefedettségeknél (50x) az atlagos szdrasok 4.6% voltak, mig magas lefedettségeknél ezek
1,2%-ra csokkentek.
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20. dbra. A mutacio frekvencia és szekvenalasi lefedettség 6sszefliggésének in silico

vizsgalata. A lefedettség novelésevel csokkentek a maximalis, valamint az atlagos

mutacio frekvenciak szérasa.
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5.2. A petefészek tumorok multirégios szekvenalasa

A vizsgéalat soran 0t petefészek tumorbol végeztiink Ujgeneréacios teljes exom
szekvenalast a szekvenalt tumor minta méret és a detektalt szomatikus mutaciok

szamanak 6sszefliggésének meghatarozasara.

Mindegyik betegnél meghatéroztam az 6roklott mutaciokat a normal (vér) mintabol
végzett szekvenaldsok eredményeib6l. Az azonositott mutaciokat funkcionalisan
annotaltam az SNPeff programmal. A populaciéos SNP-ket a dbSNP adatbazissal
hataroztam meg, a ClinVar adatbazis segitségével patogenitassal dsszefliggd variansokat
kerestem. Az 6roklott mutacidk kozt 7 varians rendelkezett bizonyitott patogén statusszal,
ezek a BRCAL, a BRCA2, a CFH, az ABCC6, az MPO, az NTRK1 és a NUP93 géneket

érintették.

5.2.1. Homol6g rekombinaciéban fontos szerepii gének mutacioi

Harom mintaban azonositottam a DNS kettds-szal torésének javitasaban
kulcsszerepli génekben 0roklott mutaciokat. A 909-es betegben a BRCA2 génben egy
olvasasi keretet eltolo egybazisos torlodést talaltam (21/A &bra), ami a fehérje aminosav
szekvencigjat teljesen megvéltoztatta. A 328-as mintaban egy glutaminbdl arginin
aminosav cserét okoz mutaciot azonositottam a PALB2 génben (21/B &bra). A PALB2
génben tobb patogén varians taldlhatd a ClinVar adatbazisban, igy feltételezhetden az
azonositott mutacié hozzajarulhat a tumor genetikai instabilitdsahoz. A 358-as mintaban
a BRCA1 génben talaltam egy kétbazisos olvasasi keret eltolédast okozo torlédést (21/C
abra). A harom 06roklott mutéciot vizualisan igazoltam az IGV (Integrated Genomic
Viewer [148]) program segitségével. Mindharom mutécional torlédott a vad tipusa allél
a tumorban, esetiikben szignifikdnsan novekedett a tumor mintdkban mért mutacidok
frekvenciaja a normal mintdkhoz képest (BRCAL: p=1.5E-03; BRCA2: p=6.5E-05;
PALB2: p=1.7E-08) Fisher-teszt alapjan.

67



DOI:10.14753/SE.2018.2166

A) OV909 bete B) OV328 bete
Szomatikus torlédés PALB2 Szomatikus torlodés
chr13( p@l _ |___ [ D chrl6 C|X D)
A 5T 6] I o
T TT T -
referencia [CATRT TTE] referencia [ V. [ R [ 1 |
C) 0V358 beteg
Szomatikus torlodés
BRCAI (p=1.5E-03)
chr17( X D
™M TET ® ]
TTTCTC T
WwCATT --TCT~
referencia Gl N | | R |

21. abra. Azonositott 6roklott mutaciok homolog rekombinaciéban (HR) résztvevé
génekben. Minden esetben szomatikusan torlédott a vad allél a tumorban. A) A 909-
es betegben egy BRCAZ2 kereteltolodasos delécio volt talalhato. B) A 328-as betegben
egy Oroklott PALB2 mutécid volt talalhat6. C) A 358-as betegben a BRCAL génben

volt taldlhato egy kereteltolodast okozé mutacio.

5.2.2. Kopiaszam-valtozas elemzése és a tumor-arany szamitasa

Tumorokban gyakoriak a genom instabilitdsabol szarmazé gén, illetve kromoszéma
kopiaszam valtozasok. A megfelelé becslésiikhéz fontos paraméter a tumorsejtaranyok

pontos szamitasa.

A kdpiaszam-valtozasok szamitasanak elsé 1épése a tumorsejtaranyok és a tumor-
ploiditas ertékek meghatarozasa volt a sequenza programmal. Az illesztett adatok
feldolgozéasa soran a program optimalis értékeket becsllt mind a két paraméterre,
melyekkel elvégezte az automatizalt teljes feldolgozasokat. A tumorsejtaranyok, a
ploiditas ertékek és az utdlagos valoszintiséguk (LPP érték) fliggvenyében a program
optimalis mellett szub-optimalis ertékeket is megjel6lt az LPP értékek lokalis maximumai
alapjan. (22. abra). A tumorsejtaranyok a tumorokban 1év6 normal szévet kontaminaciok
aranyardl adott informéaciét. A ploiditas értékek viszont a tumorok genom masolatainak

szamat adta meg (diploid genom esetén kettd), ami hibas osztddas soran valtozhat.
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22. dbra. A tumorsejtarany (cellularitas) és a tumor ploiditas utoélagos valésziniiségi

=z =7

optimalis (fekete pont) és szub-optimalis érték (kereszt).

A megfelel6 tumorsejtarany és ploiditds értékelése sordn azon értékeket
valasztottam, ahol a ploiditas a leghasonlébb volt egy beteg harom régidja kézott. Azon
esetekben, ahol egy ploiditas értékhez tobb tumorsejtarany érték tarsult, ott a tobbi

régidhoz leghasonlobb tumor arany értéket valasztottam. A valasztott értékeket az 8.
tablazatban tuntetem fel.
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8. tAblazat. Az egyes beteg mintainak valasztott tumor arany és ploiditias értékei.

Biopszia Lokalis Globalis
. Tum. | ppgigitas | U™ | proiditas | U™ | Ploiditas
Minta | arany arany arany
239 80,00 2,80 0,76 2,80 86,00 2,70

328 69,00 1,90 76,00 1,90 82,00 1,90
358 32,00 2,90 34,00 3,10 43,00 3,30
847 61,00 3,10 54,00 2,20 18,00 2,20
909 78,00 2,30 80,00 2,30 80,00 2,50

A tumorsejtarany és ploiditas értékek meghatarozas utan elvégeztem a kdpiaszam
valtozés elemzeést. A legtobb kdpiaszdm valtozéssal rendelkez6 betegben 87 szegmens
volt érintett. A legkevesebb eseménnyel rendelkezé betegben Osszesen 47 véaltozast
talaltam. Az egyes régiok kozt az események nagyfokd homogenitast mutattak, legalabb
95,7% fedték le egymast a hosszuk tébb mint 95%-aban. Az egyes tumorokban

azonositott kopiaszam valtozésok szamat a 9. tablazatban foglaltam dssze.

9. tablazat. A kopiaszam valtozds események szama, valamint a szazalékos
atfedésuk. Lathatd, hogy a kdpiaszam valtozasok legalabb 93%-ban egyeztek meg

az egyes mintak kozott.

Képia szam K0oz0os (%

Minta valtozas (db) | Biopszia | Lokalis | Globalis
239 55 100 98,2 98,2
328 65 98,5 98,5 98,5
358 47 95,7 97,9 100
847 47 100 95,7 93,6
909 87 96,6 96,6 98,9

5.2.3. Szomatikus mutacidk azonositasa

Szomatikus mutaciok keresése soran olyan bazissorrend valtozasokat kerestem,
melyek jelen voltak a tumorban, viszont a normal szovetbdl hianyoztak. A szomatikus
mutaciok azonositasat a mutect2 illetve az mcaller programokkal végeztem a 14. abra

alapjan.
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Az 06t betegben azonositott szomatikus mutécidk szama lényegesen eltért
egymastdl. A 23. dbrén lathatok a COSMIC tumor konszenzus géneket érinté mutaciok.
A legtébb mutécio aminosav cserével jart, a tobbi mutacié vagy nem okozott aminosav

csere, vagy a mutacio rombold jellegli volt.

909 minta 239 minta
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Globalis Globalis
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23. dbra. A tumor mintakban azonositott COSMIC tumor gén konszenzus
mutacidk. A cellak szine a mutacio tipusat jeldlik (kék: aminosav csere; narancs:
inszercid/delécid; sarga: korai stop kodon beépilése; zold: csendes mutécio),
arnyalatuk a mutacio frekvenciaval aranyos. A matrix tetején vannak jeldlve a

heterozigotasag vesztéssel (LOH) érintett mutaciok.

A legtdbb mutécidt a 239-es betegben azonositottam. A mintaban kimutattam a
leggyakoribb KRAS gén p.G12D aminosav cserével jard aktivalé mutaciot, valamint a
leggyakoribb PIK3CA gén p.E454K aminosav cserével jar6 mutaciot. Mindkét gént

lefedte a tumorban egy gén torlodés.

A 847-es mintaban azonositott mutaciok kodzil négy a PI3K ndvekedési jelpalyan
helyezkedett el. A legmagasabb allélfrekvenciaval rendelkez6 mutaci6 a PTEN
tumorszupresszor génben volt. Emellett a PI3K Utvonalat serkent6 FGFR2 receptor
génben leggyakrabban eléfordulé mutaciét azonositottam. Az utolsd két mutacié PI3K
utvonal aktivitasat mérséklé PIK3R1 génben lettek azonositva.
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Az utolsé harom betegben a homoldg rekombinacié hibajavitd dtvonalban
azonositottam Oroklott heterozigdta mutaciokat, esetiikben szomatikus heterozigétasag
vesztes altal torlédtek a vad allélok. A 358-as betegben a legmagasabb allél frekvenciaval
rendelkez6 szomatikus mutacié aminosav cserét okozott a TP53 génben. A TP53 génnél
egy torlédést is azonositottam. A mintdban azonosithat6 volt egy alacsony frekvencigju
mutécid az egyszalu hibajavitasban fontos szereptit ERCC3 génben. A 328-as betegben a
TP53 és a PTEN tumorszupresszor génekben talaltam szomatikus mutéciokat. Mindkét
génnél toérlodott az a vad allél. A 909-es mintaban a TP53 illetve a TSHR génekben

taldltam szomatikus mutaciokat.

5.2.4. Egyes tumor régidkban azonositott mutaciok szaméanak 6sszehasonlitasa

A mutaciok az egyes régiok kozott 15,5 — 93,8% intervallumban egyeztek meg. Az
egyes mintdkban azonositott mutacidk szamat és kozds mutaciok aranyat a 10. tablazat

tartalmazza.

10. tdblazat. Az egyes tumor régidkban azonositott mutaciok szama. Egy betegben

a mutéaciok legalabb 15,5%-ban egyeztek meg az egyes régiokban.

Biopszia Lokalis Globélis
Ossz. | Kozos | Ossz. | Kozos | Ossz. | Kozos
mutaciéo | (%) | mutéacio [ (%) | mutacio | (%)
239 644 15,5 392 25,5 140 71,4
328 123 72,4 146 61,0 146 61,0
358 179 69,3 176 70,5 200 62,0
847 128 93,8 154 77,9 154 77,9
909 134 76,9 118 87,3 125 82,4

Minta

A 239-es beteg biopszia mintajaban volt a legtébb mutacié azonosithaté (688 db).
Esetében a minta méret ndvekedésével csokkent a detektalhatd mutaciok szama. A
globalis mintaban mér csak 140 mutécidt azonositottam, ebbdl 71,4% volt megtalalhato

a biopszia es lokalis mintakban is.

A 328-as és 847-es betegek mutattdk a legnagyobb hasonlésagot a lokalis és a
globalis mintak kozott. Ezen betegeknél a lokalis és a globalis mintdkban ugyanazokat a
mutaciokat detektaltam, csak a frekvenciajuk kilénbdzott. Mindkét betegnél a biopszia

mint&ban volt a legkevesebb mutécid azonosithato.
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A 358-as és a 909-es betegeknél a biopszia és a globalis mintak mutattdk a

legnagyobb hasonléséagot.

239 Minta 328 Minta
Biopszia Biopszia
Lokalis Lokilis
Globalis Globalis |
0 172 344 516 688 0 44 89 134 178
358 Minta 847 Minta
Biopszia Biopszi
i1 pszia
Lokalis Lokalis
Globalis Globalis |
0 70 140 210 280 N a0 31 122 162
909 Minta
Biopszia mutect2  mutect2 + mcaller
Lokilis hifnyz6 mutécié
Globalis
0 38 76 114 151

24. abra. A szomatikus mutaciok mutécidés matrixa. Az dbraban a sorok jelolik az

egyes régiokat, az oszlopok a mutécidkat. A mutéaciok harom besorolast kaptak:

mutect2-vel azonositott mutaciok (kék), mutect2-vel nem, de mcaller-el igazolt

mutacidk (sarga) és hianyz6 mutacio (szurke).

A mutécids matrixokban lathatd (24. abra), hogy az egyes mintak kozt Iényegesen

kilonboztek a régiokban talalt kozds mutaciok aranya. A 239-es beteg biopszia

mintajaban a mutécidk csak 15,5%-a volt megtalalhaté a lokélis és globalis mintakban. A

tobbi betegben ez az arany 69,3%-93,8% kozott volt. A lokalis mintak esetén is kiugrott

a 239-es minta, viszont a globalis mintaknal mar nem (25. abra).

Régidban azonositott
kdzds mutacidk aranya (%)

100

~l
(9]

50

25

Biopszia Lokalis Globalis

Betegazonosité
==239 ===3)8 —=-358 —-847 —-909

25. abra. Egyes mintakban azonositott k6zds mutaciok aranya.
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5.2.5. Szomatikus mutacié mintazatok

Minden betegnél kiszdmoltam a mutaciés mintdzatokat a MutationSignatures
program segitségével. Ennek sordn a mutaciokat egy olyan hisztogramban abrazoltam,
mely tri-nukleotid kontextusban jeleniti meg az egy bazis cserével jaré mutaciok aranyat
(26/A abra). Az abran lathatd, hogy a mutacios mintazatok killonboztek az egyes mintak
kozott. Mivel az Ujgeneracios szekvenalds sordn nem lehetett eldonteni a leolvasasok

irdnyat, emiatt a szubsztitaciok 12 kombinaciojat tiikrozéssel hat lehetségre sztikitettem.

Az egyes mutacids mintdzatok 0sszetételét a 26/B abran lettek feltlintetve. Minden
mintaban azonosithatd volt a korral jaré mintézat (z6ld), ami az 5-metilcitozin spontan
dezamindacidjabol szarmazik. A 847-as betegben az APOBEC citidin-dezaminaz hibaval
jar6 mutécidés mintazatokat hatdroztam meg (sotét és vilagos lila). Az APOBEC
mintazatoknal magasabb a C>T és a C>G bazis valtozasok aranya (26/C abra). A 239-as

betegben két ismeretlen eredetli mintazatot talaltam.

A 328-as, 358-as és 909-es betegeknél a BRCA hibas mikodésével asszocialt
mintazatot hataroztam meg (sarga). A mintazat a DNS kettés szal torések javitasanak
hianyaval van 0sszefliggésben, ami kis és nagy DNS torlddésekkel, valamint genom
atrendez6désekkel jar. A harom betegben a bazisvaltozas tipusai sokkal egyenletesebben

oszlottak meg a 847-es és 239-es mintakhoz képest (26/C abra).
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26. dbra. Szomatikus mutaciok jellemzése. A) Az egyes betegek mutacids mintazata.
B) A mutaciés mintézatok osszetétele irodalmi adatok alapjan [26]. Minden
betegben azonosithaté volt a Kkorral osszefiiggé 1-es mintdzat (zold). A 847-es
betegben lathato volt az APOBEC citidin-dezaminaz hibaval tarsulo 2-es, illetve 13-
as mintazatok (lila). A 239-es betegben két ismeretlen eredetii mintazat volt
azonosithato (8-as és 16-0s mintazatok). Az utolsé harom betegben azonosithaté volt
a BRCA hibaval osszefiiggé 3-as mintazat (sarga). A 358 és 328 betegekben
azonosithato volt az aflatoxin kitettseghez tarsitott 24-es mintazat (sotétszirke). A
909-es betegben azonosithato volt a dohanyzéassal 6sszefliggésbe hozott 4-es mintazat

(narancs). C) Szubsztituciok szazalékos abrazolasa.

5.3. Tulélés elemzés mutaciohoz kapcsolt génkifejezodés valtozassal emlétumoros

betegekben

Tulélés elemzés sordn a betegek csoportra bontasa gyakran egy génmutacio
statusza, vagy kifejez0dési szintje alapjan torténik. A TCGA adatbazist felhasznalva
sikeriilt bemutatnom, hogy az AR/FOXAL utvonalat érintd génmutaciok altal létrejott
BRCA hibajavitas deficiens tripla negativ emlé tumorok érzékenyebbek lehetnek
bizonyos kemoterapias kezelésekre. Ezek fiiggetlen adatbazisok, valamint mintak
felhasznalasaval is validalva lettek [149]. A génmutécidk egylttes vizsgalata Gtvonal
szinten adhat informaciot a valtozasok hatasardl, a megkdzelités hatranya, hogy mas

valtozas tipusokat nem vesz figyelembe. Emiatt munkam soran kifejlesztettem a G-2-O
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(Genotype20utcome) rendszert, amely 0Osszekapcsolja a genetikai mutéaciokat
génkifejez6dési valtozasokkal (mint egy kifejez6dési ujjlenyomat), és tulélés elemzést
végez egy fliggetlen génkifejez6dési adatsoron [147]. Az elemzOrendszer szabadon

felhasznalhatd, online elérhet6é a www.g-2-0.com cimen.

Munkam soran az emlérakban 6t leggyakrabban mutalodé gén alapjan végeztem
tuléles elemzest [58]. Az egyes génekben azonositott mutaciok 6sszeget a 11. tablazatba
foglaltam 0ssze. A téablazatban feltintettem a cbioportal.org honlaprol letéltott
METABRIC [150] fliggetlen adatbazisban 1év6 adatokat is. A legtobb mutacié a PIK3CA
génben volt talalhato, a betegek kdzel 50%-aban volt mutacio azonosithaté mind a két

adatbazishan.

11. tablazat. Az emlédaganatokban leggyakrabban mutal6d6 génekben azonositott
mutéciok szdma a G20 illetve METABRIC adatokban.

Genotype20utcome Metabric (cbioportal.org)

Mutaciéval |Vad tipusu Mutacidval Vad tipusu
PIK3CA 306 672 840 1026
TP53 258 720 664 1202
GATA3 19 959 316 1550
MAP3K1 51 927 206 1660
MAP2K4 35 943 107 1759
Ossz. beteg 978 1866

Osszehasonlitasként a talélés elemzéseket tobb rendszerrel is elvégeztem. A
kmplot.com honlappal a kivalasztott gén kifejez6dési szintje alapjan végeztem a tulélés
elemzést. Minden esetben az optimalis vagopont (,,best cutoff”) automatikus
Kivalasztasaval tortént az elemzés, a tobbi paraméter alapbedllitasra volt allitva. A
cbioportal.org honlapon 1évé METABRIC adatok felhasznalasaval a mutéciok statusza
(jelenléte) alapjan végeztem a tulélés elemzés. A G-2-O elemzérendszer segitségével a
felhasznalasaval végeztem a tulélés elemzés. Az elemzés folyamata a 15. abran lathato.

Az egyes elemzérendszerekkel kapott eredményeket a 12. tdblazatban foglaltam 6ssze.
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12. tablazat. Az emlédaganatokban gyakran mutdlodo génekkel végzett tulélés

elemzés eredményei.

Me'.["flbn,c kmplot.com Genotype20Outcome

(Mutacio statusz, e s s or -
. (kifejezodés) (kombinalt mintazat)

cbioportal.org)

Ross7 Hazard rate Hazard rate
p-érték roanézis p-érték |  (kockéazati p-érték | (kockazati

brog rata) rata)
PIK3CA NS 2,1e-09 (1,39(1,25-1,55) | 1,1E-06 | 1,6(1,4-1,8)
TP53 | 6,5E-05 | mutéci6 |7,6e-11| 0,68(0,6-0,76) | <E-16 0’55’%%?9'
GATA3 | 1,2E-03 vad 1,3e—08 | 0,71(0,63-0,8) | <E-16 | 1,6(1,4-1,8)
MAP3K1 NS 2,9¢-14(0,55(0,47-0,64) | <E-16 | 1,6(1,5-1,8)
CDH1 NS 1,5e-03 | 1,2(1,1-1,3) | 3,9E-09 | 1,4(1,2-1,5)

A PIK3CA onkogén mutacios allapota nem befolyasolta szignifikansan a betegek
tulélését, viszont magas kifejez6dési szintje 1ényegesen rosszabb prognozissal jart. A
PIK3CA génmutaciohoz kotott génkifejez6dési ujjlenyomat magas kifejez6dése jobb

tuléléssel tarsult.

A TP53 gén esetén minden elemzdrendszerrel szignifikans eredményt kaptam. Az
eredményekbdl lathato, hogy a TP53 gén magas kifejez6dése jobb tulélési idovel tarsult
(27/A abra), mutacidjakor viszont rosszabb volt a betegek talélési ideje (27/B &bra). A
megfigyelés onmagiban nem meglepd, mivel a TP53 egy tumorszupresszor gén. A TP53
gén mutécidjahoz kotott génkifejez6dési ujjlenyomat magas kifejez6désekor lényegesen

rosszabb volt a betegek tulélési ideje (27/C abra).
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A) TP53 gén kifejezodési szintje B) TP53 gén muticidjanak statusza
(kmplot.com) (cbioportal.org)
- Nk A~ et - '\ TP53 stitusz
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C) TP53 gén mutaciojanak génkifejezodési
ujjlenyomata (G-2-0O)
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27. abra. A TP53 gén A) Kkifejezddése, B) mutacidja, és C) mutéaciohoz kotott

génkifejezodés mintazata alapjan végzett tulélés elemzés eredményei.

A GATAS3 gén esetében az eredmények valamelyest ellentétesnek tiinhetnek.
Magas kifejezddése jobb prognoézissal jart (28/A abra), viszont mutacioja esetén is jobb
volt a progndzis (28/B 4&bra). Ezzel szemben a génmuticidk génkifejez6dés
ujjlenyomatanak alacsony kifejezése jart rosszabb prognézissal (28/C éabra). A
METABRIC adatbazisban 52 szubsztitucio, 5 kereteltolddassal nem jaré bazis torlodés
és beszuras, valamint 193 torlé mutéacio volt azonosithato. Ezek mellett 98 betegnél gén-
amplifikaciét is talaltak. Az eredmények dualitdsara egy magyarazat, hogy a GATA3

transzkripcios faktor mitkodése fontos a tumor fejlédésében. Funkcidjanak fokozasat a
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gén amplifikaciojaval érheti el, valamint torl6 mutéciok hatasara ndvelheti a fehérje fél-
élet idejet is [151].

A) GATA3 gén kifejezddési szintje B) GATA3 gén mutacidjanak statusza
(kmplot.com) (cbioportal. org)
2 HR=0.71(063-08) oo
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28. dbra. A GATAS3 gén A) kifejezodése, B) mutacidja, es C) mutaciohoz kotott

génkifejezodés mintazata alapjan végzett tulélés elemzés eredményei.

/////

statusza nem volt dsszefliggésbe a betegek tulélésével. A mutacios ujjlenyomat magas
kifejez6dése jobb tuléléssel tarsult. A CDHI1 gén magas kifejezodése rosszabb tulélési
idovel tarsult, a génmutéciok kifejezédési ujjlenyomatanak magas kifejez6dése esetén

jobb volt a prognozis.
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5.3.1. Tulélés elemzés az emlétumor szubtipusokban

Az eml6tumorokat harom f6 altipusba lehet sorolni a Szt. Gallen-i osztalyozas
szerint. Ezek az 1) Luminal A és B altipusok: 6sztrogén receptor pozitiv, HER2 negativ
és alacsony vagy magas K167 indext tumorok; a 2) HER2 pozitiv altipus: HER2 receptor
pozitiv tumorok; és a 3) tripla negativ altipus: az 6sztrogén, HER2 és progeszteron
receptorok statusza negativ. Az altipusok nem csak a receptorok statuszaban, de a
mutaciok szintjén is kiilonboznek. Az egyes altipusokban legtdbb mutécidval rendelkezé
géneket a 13. tablazatban foglaltam Gssze. A Luminal A és B altipusoknal a gének
megegyeztek, igy dsszevontam. A tablazatban ,,*” jellel jel6ltem a G-2-O adatbazisabol
hianyz6 geneket.

13. tAblazat. Az emlétumorok egyes altipusaiban az 0t leggyakrabban mutélodo gen

mutacidinak szama a G-2-O adatbazisaban.

Altipus Gén Mutécidval Vad
PIK3CA 267 442

TP53 108 601

Luminal A/B | CDH1 61 648
MAP3K1 44 665

GATA3 17 692

PIK3CA 99 191

TP53 62 228

HER2 pozitiv | PTPN22 22 268
CDH1 9 281

AFF2* NA NA

TP53 119 90

PIK3CA 25 184

Tripla negativ| RB1 15 194
MLL3* NA NA

AFF2* NA NA

Az dsszehasonlito elemzéseket csak a G-2-O valamint a kmplot.com rendszerekkel
vegeztem el, mivel esetlikben altipusokra lehetett bontani a betegeket. A cbioportal.org
honlappal csak teljes tumor adatsorok elemzésére van lehetdség. A kapott eredményeket

a 14. tablazatban foglaltam dssze.
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14, tabldzat. Az 5 leggyakrabban mutalédé génnel végzett talélés elemzés

eredményei emlétumorok egyes altipusaiban

Genotype20utcome
(kombinalt mintazat) kmplot.com (kifejezddés)
Hazard rate Hazard rate

Altipus Gén p-érték | (kockazati rata) | p-értek (kockéazati rata)
PIK3CA | 9E-03 1,3(1,1-1,5) 1,20E-05 | 1,48(1,24-1,76)

TP53 <E-16 | 0,47(0,39-0,56) | 3,40E-07 | 0,64(0,53-0,76)
Luminal A | MAP3K1 | 2,9E-03 1,3(1,1-1,5) 4,70E-09 | 0,48(0,38-0,62)

GATA3 NS NS
CDH1 NS 1,40E-04 1,41(1,18-1,68)
PIK3CA NS 4,50E-04 1,42(1,17-1,73)

TP53 | 45E-02 | 0,82(0,68-1,0) | 2,50E-02 | 0,8(0,6-0,97)
Luminal B | GATA3 | 15E-02 | 1,3(1,0-1,5) | 2,00E-04 | 1,6(1,25-2,05)
CDH1 |26E-03| 153(1,1-1,6) | 2,60E-03 | 1,34(1,11-1,62)

MAP3K1| 4E-03 | 1,3(1,1-16) NS

PIK3CA | 1,4E-02 | 0,63(0,43-0,91) NS

TP53 | 1,1E-02 | 0,62(0,42-09) | 1,30E-04 | 0,48(0,33-0,7)
:3555/ PTPN22 NS 1,80E-04 | 0,43(0,27-0,68)

CDH1 NS 1,80E-04 | 213(1,42-3,2)

AFF2* NS NS

PIK3CA NS 410E-03 | 1,46(1,13-19)
_ TP53 | 12E-02 | 1,4(11-18) | 1,40E-02 | 071(0,54-0,93)
;ggt'ﬁ, MLL3* NS NS

RB1 NS NS

AFF2 NS 6,00E-04 | 0,63(0,48-0,82)

Az elemzések sordn csak a TP53 gén esetén kaptam szignifikans eredményt
mindegyik altipusban a két elemzérendszerrel. A TP53 génmutacidk génkifejez6dési
ujjlenyomatanak magas kifejezédése rosszabb progndzissal jart a tripla negativ altipus

kivetelével, ahol az ujjlenyomat alacsony kifejez6dése tarsult rosszabb prognédzishoz.

A gének egy részében a mutacié ujjlenyomatanak kifejez6dése nem tarsult
szignifikans talélés kiilonbséghez, viszont génkifejez6dési szintje igen. A Luminal A
altipusban a CDH1 gennél, Luminal B altipusban a PIK3CA génnél, HER2 pozitiv
altipusban a PTPN22, a CDH1 és az AFF2 géneknél, valamint tripla negativ altipusban a
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PIK3CA és az AFF2 géneknél volt megfigyelhetd. Ezzel szemben a Luminal B altipusban
a MAP3K1 génmutaciok, valamint HER2 pozitiv altipusban a PIK3CA génmutaciok
génkifejez6dési ujjlenyomata szignifikans tulélés kilonbséghez tarsult, viszont a gének

kifejez0dési szintje onmagaban nem.

5.3.2. A TP53 génmutaciéhoz kotott génkifejezodés valtozas

A TP53 génmutécidk szinte minden tumor tipusban gyakoriak [7]. A mutacios
allapotat tébb tumor tipusnal 6sszefliggésbe hoztak a betegek progndézisaval és onkoldgiai
kezelések hatékonysagaval. Munkam célja volt megvizsgalni a TP53 génmutaciokhoz
asszocialt génkifejezodés valtozast, mely segithet megérteni jelentdéségét a tumor

fejlodésében.

A TP53 gént tébb féle mutécio érintette. Tumorszupresszorként sok olyan mutaciot
tartalmazott, ami korai STOP kodonokat, valamint bazis beszurasokkal és torlodésekkel
olvasési keret eltoldast okoztak (2. bra). A G-2-O illetve a METABRIC adatbazisokban
latszodott, hogy a mutécio jelenlététol és jellegétol (rombolo, szubsztitucio, vad) fiiggden
kilonbozott a gén kifejezodési szintje (29. abra). Azt tapasztaltam, hogy a rombold

mutacioknal 1ényegesen alacsonyabb volt a TP53 gén kifejez6dési szintje.

Metabric TCGA
(géncsip) (RNS szekvenalas)
8.0
6k
7.5 .
. Sk .
i ] B
7.0 M 4k :

=== R R

T .

5.5
: |
] ‘ : 0 l ‘ :
Rombolé Missense Vad Rombolé Missense Vad
TP53 gén mutaciojanak allapot TP53 gén mutaciojanak allapot

29. abra. A TP53 gén kifejezodési szintje a mutacio tipusanak fuggvényében TCGA
és METABRIC adatsorokban.
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A G-2-O elemzés alapjan lathaté volt, hogy a mutécidjaval 0Osszefiiggd
génkifejez6dés valtozas Osszefliggésbe hozhatd a tulélési idével. A feliilszabalyozott
gének magas kifejezOdése rossz prognoézissal jart. Az alulszabalyozott gének alacsony

kifejez6dési szintje szintén rossz prognozissal jart (30. abra).

TP53 génmutacio esetén TP53 génmutacio esetén
feliilszabalyozott gének (G-2-0) alulszabalyozott génck (G-2-O)
= HR =0.53 (0.48 - 0.60) 2 HR=15(14-17)
logrank P =0 logrank P = 8.5e-14
o | o |
ODD o
D
3 50
\E s % 31 H
o B i =§ ’
;o < . -
e N3
> -0
=
S o —
Mintézat kifejezodés Mintézat kifejezodés
o | — Magas — Magas
24— Al?csony r . ‘ ‘ 2 4 — Alacsony
T T T T T
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Id6 (honap) 1d6 (honap)
Magas 2020 1095 445 92 12 1 Magas 2008 1413 600 135 1 2
Alacsony 2008 1483 648 143 15 2 Alacsony 2021 1165 493 106 13 1

30. abra. A TP53 génmutécio esetén felll-, illetve alulregulélt génekkel végzett

tulélés elemzés.

=z =7

és NSCLC betegekben

A DAVID honlap (david.ncifcrf.gov [152]) segitségével gén ontoldgia elemzést
végeztem a 100 legjobban feliilszabalyozott gén felhasznalasaval. Az elemzés segitett egy
varhatd értéknel gyakrabban érintett Utvonalaknak az azonositasaban. Az
alulszabalyozott génekkel nem kaptam szignifikans eredményt, ahol a korrigalt p-érték
alacsonyabb lett volna p<0,05 értéknél (csak ha >500 ndveltem a génlista hosszat). Az
elemzést elvégeztem emlétumoros betegek adatainak, valamint 6sszehasonlitasként nem-
Kissejtes tiidérakos (NSCLC) betegek adatait felhasznalasaval is [153]. A top 100 felil-
illetve alulszabalyozott génnel egyiittesen végzett génontoldgia elemzés soran a
glikolizissel Osszefliggd utvonalakat is azonositottam. Ezen valtozésokat sejtvonalas
kisérletekkel is validaltuk [154].

A felllszabalyozott génekkel emlétumorok esetén az elemzés 5 Utvonalat

azonositott p<0,05 korrigalt p-értékkel. Ezeket a 15. tablazatban foglaltam 6ssze.
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15. tdblazat. A TP53 génmutéciéval rendelkezé emlétumoros betegekben
felllszabalyozott génekkel végzett gén ontoldgiai elemzés eredménye.

Utvonal
) azonosito Gének korrigalt
Utvonal (KEGG) (db) | p-érték | p-értéek
Sejt ciklus hsa04110 23 | 1,3E-18 | 1,3E-16
Oocita meiozis hsa04114 9 1,7E-04 | 8,4E-03
p53 jelatviteli utvonal hsa04115 7 3,9E-04 | 1,3E-02
Progeszteron medialt oocita érés hsa04914 7 1,5E-03 | 3,9E-02
DNS replikacid hsa03030 5 1,7E-03 | 3,4E-02

A sejtciklus Gtvonalban 23 gént azonositottam, melyeknél magasabb volt a

kifejezOdési szint a TP53 génmutacioval rendelkez6 betegekben.

NSCLC-ben a TP53 génmutécidjdhoz asszocialt ujjlenyomattal végzett gén
ontoldgiai elemzés soran 8 Utvonalat azonositottam (16. tablazat). Legkisebb p-értékkel
rendelkezé tutvonal szintén a sejtciklus volt, ez esetben 28 gén kapcsolddott az

utvonalhoz. Ezen kivil tébb hibajavité dtvonal volt érintett.

16. tébldzat. A TP53 génmutacioval rendelkezé nem-Kissejtes tiidodaganatos

betegekben felllszabalyozott génekkel végzett gén ontologiai elemzés eredménye.

) Utvonal azonositd | Gének korrigalt

Utvonal (KEGG) (db) | p-érték | p-érték

Sejt ciklus hsa04110 28 | 9,7E-26 | 1,1E-23

DNS replikacio hsa03030 11 | 3,5E-11 | 3,8E-09
Oocita meiozis hsa04114 11 | 2,5E-06 | 2,7E-04

p53 jelatviteli utvonal hsa04115 9 3,7E-06 | 4,1E-04
Fanconi anemia utvonal hsa03460 8 7,9E-06 | 8,6E-04
Homolog rekombinacio utvonal hsa03440 6 4,5E-05 | 4,9E-03

Progeszteron medialt oocita

érés hsa04914 8 2,0E-04 | 2,2E-02

MMR utvonal hsa03430 5 2,6E-04 | 2,8E-02

A honlap segitségével lehetéség volt a KEGG utvonalra ravetiteni az azonositott
géneket. A sejtciklus utvonalban kapcsolddd géneket a 31. abran mutatom be. Az dbraban
piros csillagok jel6lik az emlétumorokban, kék csillagok az NSCLC-ben azon géneket,
melyek magasabb kifejez6déssel jartak a TP53 géenmutacioval rendelkez6 betegekben.

Lathatd, hogy a sejtciklus minden fazisaban voltak felll-szabalyozott gének, amik

84



DOI:10.14753/SE.2018.2166

feltételezhetGen serkentik a sejtosztodast. Ez dsszhangban van a KI67 proliferacios
marker génkifejezédésének eredményével, ahol a TP53 gén mutédns beteg csoportban
korllbelll 2-szeres kifejez6dési szintet mutatott az emlétumorokban és az NSCLC

daganatokban is.
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31. dbra. A TP53 génmutacioval rendelkezé betegek esetén a sejtciklus Gtvonal [155]
magas kifejezodést mutaté génjei emlé (kék) és nem-Kissejtes tiidé (piros)

daganatban.

5.3.4. Tulélés-elemzés sejtciklus szabalyozassal osszefiiggé génekkel

A génontoldgia elemzés sordn 23 olyan gén kifejez0dési szintje emelkedett meg az
eml6tumorok TP53 génmutécidjakor, melyek sejtciklus szabalyozasban vesznek részt.
Ezen gének kifejez6dési szintje alapjan végzett tilélés elemzések sordn szinte minden
esetben rosszabb progn(')zissal jart a magas kifejezc’idési szint (17. téblézat). Kivételek a

/////

illetve az RBL1 gén magas kifejez6dési szintjével jobb prognozis tarsult. Az irodalomban
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17 génrdl taldltam olyan publikdciot, amely f6 célja az adott gén kifejez6dési szint
kapcsolatanak vizsgalata emlétumoros betegek talélésével.

17. tablazat. A tulélés-elemzések eredmenye sejtciklus szabalyozo génekkel

emlétumoros betegekben.

Gén HR p-érték | Publikacio
CCNB2 2 (1,79-2,23) 1,0E-16 [156]
CDC20 | 1,91(1,71-2,13) | 1,0E-16 [157]

TTK 1,9 (1,7-2-12) 1,0E-16 [158]

MAD2L1 | 1,86 (1,67-2,08) | 1,0E-16 [159]
CCNA2 | 1,84 (1,64-2,05) | 1,0E-16 [160]

BUBL 1,79 (1,6-2) 1,0E-16 [161]
BUB1B 1,79 (1,61-2) 1,0E-16 [161]
CDC25A | 1,76 (1,57-1,96) | 1,0E-16 [162]
SKP2 1,75 (1,57-1,96) | 1,0E-16 [163]

DBF4 | 1,63(1,46-1,83) | 1,0E-16 [164]
CDC19 | 153(1,37-1,7) | 2,9E-14 [165]
CDC6 1,5(1,35-1,68) | 25E-13 [166]
CCNE1 | 1,48(1,33-1,66) | 1,1E-12 [167]
PLK1 | 1,42(1,27-1,59) | 2,5E-10 [168]
MCM7 | 1,39 (1,25-155) | 2,9E-09
CHEK1 | 1,27 (1,09-1,48) | 2,3E-03 [169]
CDC54 | 1,26(1,13-1,41) | 2,4E-05
ESPL1 1,25 (1,12-1,4) | 4,4E-05
MCM6 | 1,21(1,04-1,41) | 1,6E-02
CDC7L1 | 1,14(1,02-1,27) | 1,9E-02 [164]
E2F2 1,13 (0,97-1,32) 0,12 [169]
CHEK2 | 0,96 (0,86-1,07) 0,46
RBLL | 0,78(0,67-0,91) | 1,9E-03

A kmplot.com segitségével lehetéség volt tobb génnel egyuttesen talélés elemezést
végezni. Ebben az esetben a bemeneti gének kifejezddésének atlaga alapjan végeztem a
betegek szétvalasztasa. A 17. tablazatban 1évé elsé 10 génnel végzett talélés elemzésbol
kapott eredményekbdl lathatd, hogy a magas kifejez6dés rossz prognédzissal tarsult

(HR=2,43, p<E-16, 32/A é&bra). Hasonl6 volt a helyzet, amikor a beteg csoportot
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lesziikitettem a TP53 génmutacio nélkili betegekre (HR=2,36, p=1,8E-3, 32/B &bra). A
TP53 génmutacidval rendelkezé betegeknél viszont forditott eredményt kaptam (32/C

abra), a gének magas kifejez6dése jobb prognozissal jart (HR=0,52, p=3,7E-2).
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32. abra. A TP53 génmutaciéra visszavezetheto

oo

legjobb 10 megvaltozott

kifejezodéssel rendelkezé gennel végzett tulélés elemzés eredménye. A) Minden

beteggel, B) a TP53 gén vad tipusu tumorokkal, valamint C) a TP53 gén mutans

tumorokkal rendelkezé betegekkel.
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6. Megbeszélés

6.1. A sejtmozgas in vitro kovetése Ujgeneracios szekvenaléssal

Onkologiai klinikai diagnosztikai szekvenalas sordn a szomatikus mutaciok
meghatarozasa altalaban egy biopszia mintabol torténik. A daganatok intra-tumor
heterogenitasa miatt a szekvenalasok soran meghatarozott mutaciok egy jelent6s része a
vizsgalt tumor régiora specifikusak. A jelenség szolid tumorokban mar jol ismert, viszont
az utobbi években kiderult, hogy nem-szolid eredetii tumoroknal is jelen van [170].

Réaadasul, a tumor heterogenitas meértéke hatassal volt a betegek tulélésére is [171].

In vitro invazids Kisérletekbdl végzett Ujgeneracios szekvenalas segitségével
sikeriilt detektalni a mozgashol szarmazd sejtosszetétel-valtozast. Az invazié mértéke
18,6% volt az A375 és a MEWO sejtvonal paroknal, mig az SK-MEL-28 és a MEWO
sejtvonal paroknal csak 8,6% volt. Bar az SK-MEL-28 és az A375 sejtvonalak mozgasa
Iényegesen nem tért el egymastol monokulturds korilmények kozott, az altaluk elért
invazio mértéke szignifikdnsan eltért (p=0,011), amikor a homozigdta mutéciok
frekvenciajat hasonlitottam 6ssze. Ezzel szemben a heterozigdta mutaciokkal végzett

elemzéseknél nem volt szignifikans a kilonbség (p=0,39).

Kalibrécios szekvendlas soran ismert dsszetétell sejtvonal parokat szekvenaltunk a
maodszer pontossaganak meghatarozasara. A mutaciok frekvencidjanak a szoréasa egyre
magasabb volt, ahogy a két sejtvonal ardnya kiegyenlitédott. A legmagasabb szords
értéket két sejtvonal 50-50%-0s aradnyanal kaptam. A heterozigéta mutécidk szorasai
Iényegesen nagyobbak voltak, amely alacsony szekvendlasi lefedettségnél tovabb

ndvekedett.

A mutaciok frekvenciajanak a szorasa akar a 17%-ot is elérte mind a kalibracios,
mind az invazios szekvenalasoknal. A kalibracios szekvenalasok technikai ismétlései
kdzott a szérasok elérhették akar az 5,6%-ot. A szimulacidk alapjan a széras 12,9% volt
alacsonyabb (<50x) lefedettségnél. Nagyon magas 1000x szekvenalasi lefedettségnél

Iényegesen kisebb a volt a szorés, ekkor 2% volt a legmagasabb érték.

A tumor sejtek motilitasat vizsgalo kisérletek f6 korlatja, hogy csak kétdimenzios
sejtkultirakkal lettek elvégezve. Az invazio soran a sejteknek nem volt valodi ellenallasa

(pl. matrix), a sejtek szinte szabadon mozoghattak, normal szoveti elemekkel nem
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talalkoztak. A tumorok novekedése akar tobb évig is tarthat, amig elérik a klinikai
detektalhatosag kuszobét. Ez id6 alatt a sejtek lassan mozoghatnak, elvandorolhatnak. A
mozgékonyabb, akar rosszabb prognozisu mutacidval rendelkez6é sejtek igy diszperz

maodon helyezkednek el a tumorban, nehezitve az azonositasukat.

A Kkisérletek tovabbi korlatozé tényezéje, hogy egyszerre csak két sejtvonalat
hasznaltam. Ehhez képest egy betegben 1évé tumorban t6bb klon és akar tobb 100-1000
szub-klon talalhatd, melyek genetikai allomanya bizonyos mértékben kilénbozik
egymastdl. Tovabbi nehézségeket okozhat a tumorban jelen 1évé normal szoveti

kontaminécio.

6.2. Az azonositott mutacidk 0Osszefliggése a tumor minta méretével

petefészektumoros betegekben

A vizsgalat célja a tumor minta mérete, valamint az azonositott mutaciok szama
kozti kapcsolat meghatarozédsa volt. Ehhez 6t petefészek-tumoros betegbdl végeztiink
multi-régio tipusu szekvenalast, amely soran a tumorbdl egy biopszia, biopszia koruli, és

egész tumort atfogd mintakat gyljtottiink.

Két betegben azonositottam 06roklétt mutaciokat a BRCAL illetve a BRCA2
génekben, amik hajlamosito tényezok a petefészek tumorok kialakuldsara. Ezeken kivil
egy betegben az emlérak kialakulasat hajlamosité PALB2 génben azonositottam mutaciot

[172, 173]. Mindegyik mutacio esetén szomatikusan torlddott a vad allél a tumorban.

A betegekben azonositott szomatikus mutacidk leggyakrabban a TP53 és PTEN
tumorszupresszor géneket érintették. Egy betegnél aktivalé mutécidkat azonositottam a
PIK3CA és a KRAS onkogenekben. Egy masik betegben a PI3K tvonal tébb pontos
modositassal is aktivalddott, nala a PTEN gén inaktivald mutéacidja, az FGFR2 gén

aktivalé mutacio és két PIK3R1 gén inaktivalé mutacidja volt azonosithato.

Megvizsgaltam a szomatikus mutaciok mintazatat is, amely a mutaciok
kialakulasanak mechanizmusardl adott informaciot. Mindegyik betegben jelen volt a
korral 6sszefiiggd 5-metilcitozin dezaminaciojabdl szarmazo mintazat. Egy betegben az
APOBEC citidin-dezamindz hibaval tarsulo6 magas C>T és C>G bazis cserével
kapcsolatos mintazatot azonositottam. Harom betegben a hibas homolog

rekombinacidval tarsulé mintazat volt megfigyelhetd.
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Az egyes régiokban azonositott muticiok négy beteg esetén nagy mértékben
megegyeztek. Esetlikben a tumor minta méretének novelésével nem, vagy csak kevés
tobblet informaciot lehetett gyiijteni a tumorban 1évé mutaciokrol. Egy betegben a kisebb
tumor minta méreti biopszidban tobb mutécidé volt azonosithatd. Ennek hatterében
feltehetden a tumor hipermutald fenotipusa allt, mely kovetkeztében a sok felhalmozott
mutécié kihigult, ahogy a tumor minta mérete novekedett. Erdekes megfigyelés volt,
hogy a kdpiaszam valtozas események szinte minden esetben megegyeztek, amibdl arra
lehet kovetkeztetni, hogy a kopiaszdm valtozasok a szomatikus mutacioknal vagy

konzervativabb valtozasok, vagy nehezebben azonosithatok.

6.3. A Gentoype-2-Outcome (G-2-O) elemzérendszer

Onkologiai vizsgalatok célja a betegek tulélésére, valamint kezelések
hatékonysagara prognosztikus genetikai valtozasok azonositasa. Emiatt gyakran sejt
szabalyozast, illetve fenotipust befolydsol6 DNS, RNS vagy fehérje valtozast keresink.
Ezen megkozelités korlatja, hogy egy bizonyos fenotipus mdgott tobb féle genetikai
valtozas is lehet. Erre talan legjobb példa a mitogén-aktivalt kinaz Utvonal aktivacidja,
ami torténhet RTK amplifikacio/mutacio, KRAS vagy BRAF génmutacidok
kdvetkezményekeént.

Az éaltalam fejlesztett Genotype-2-Outcome rendszer segitségével mutacio és
génkifejez6dés adatok egyiittes felhasznalasaval végeztem tulelés elemzést. A rendszerrel
végzett tulélés elemzése sordn nem a mutéciok direkt hatdsat vizsgalja, hanem a
mutécidkkal osszefliggd génkifejez6dési valtozasok hatasat. A GATA3 gén példajan
lathatd volt, hogy a G-2-O altal végzett tulelés elemzés emlétumoros betegekben
(HR=1,66, p<E-16) lényegesen szignifikdnsabb, mint egyszertien a mutacioja (p=1,3E-
08) vagy a kifejezddési szintje alapjan (HR=0,71, p=1,3E-08) végzett tuléles elemzés.

Elemz6rendszerem egy hidnypdtldo médszer. Kevés olyan vizsgalat vagy adatbazis

rrrrrr

kapunk egyiittesen informaciot. A TCGA adatbazisban lelhet6 fel a legtobb emlétumoros
beteg adata, esetiikben van informéacionk a gének kifejezodési szintjérél, a mutaciokrol

és a kopiaszam valtozéasokrdl is, viszont a betegek csak ~10%-aban érhet6 el talélési adat.

A TP53 génmutacidval rendelkez6é emlétumoros betegekben tobb glikolizisben

résztvevé gén (pl. PDK1, GP1, PGD) kifejez6dési szintje emelkedett meg, viszont a
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glikoneogenezisben részt vevd gének kifejezédése csokkent (pl. G6PC3, FBP1). A
génkifejez6dés valtozast RT-PCR-el segitségével validaltuk sejtvonalakban. Tovabba
Seahorse XF96 extracellular flux analyzer eszkdz felhasznalasaval bemutattuk, hogy a
TP53 gén mutans sejtvonalakban magasabb a glikolitikus és mitokondrialis aktivitas a
vad TP53 génnel rendelkez6 sejtekhez képest [154].

A tripla negativ eml6 tumorok a legrosszabb prognozisu altipusba tartoznak. Ezen
tumorokra célzott terapia még nem érhet6 el, a beteg egy része mégis jol reagal az
antraciklin illetve a taxan alapu kezelésekre. Kollaboratoraink segitségével sikerdlt
bemutatni, hogy azon betegek, akikben FOXAL/AR génmutéaciok azonosithatok, jobb
tuléléssel rendelkeztek a TCGA adatbazis alapjan (p=0,05), valamint jobban reagaltak
antraciklin és taxan kezelésre (p=0,02) az MDACC (MD Anderson Cancer Center) adatok
alapjan. Ezen mutaciok a BRCA hibajavitd Gtvonalat érintették, emiatt a betegekben joval
magasabb volt a mutécidés teher (p<0,0001). A BRCA deficiencidhoz kotott
génkifejez6dési ujjlenyomat fiiggetlen adatsoron igazolva is jobb tdléléssel tarsult
(p=0,009) [149].

A TP53 gén mutécidjakor sok sejtciklushoz kotoétt gén kifejez6dési szintje
emelkedett meg. Ezen gének kozil 17 esetben taldltam olyan publikaciot, amely
kifejezetten az adott gén kifejezddési szintjének elemzésével foglalkozott emldtumoros
adatokon. A gének magas kifejez6dési szintje altalaban rossz prognozissal tarsult az
Osszes emlStumoros betegen kilon, illetve kombinaltan is (top 10 gén esetén: HR=2,43,
p<E-16). Erdekes megfigyelés, hogy a kombinalt mintazatuk hasonlé jellegii volt, amikor
a vad TP53 génre szlikitettem a betegeket (HR=2,36, p=1,8E-3), viszont megfordult a
TP53 génmutacioval rendelkez6 betegcsoportban (HR=0,52, p=3,7E-2).

Az elemzOrendszer hatranya, hogy kapcsolatot feltételez mutaciok ¢és
génkifejez6dés valtozas kozott. Bar sok esetben a feltételezés helyes, vannak példék, ahol
bizonyos vezeté génekben 1évé mutaciok nincsenek hatassal a génkifejez6dés szintjére,

vagy az emelkedett gén kifejezodése nem ndvekeli a fehérje mennyiséget.
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7. Kovetkeztetések

Az utdbbi években tobb vizsgalat bemutatta, hogy magas a tumorok inter- és intra-
tumor heterogenitdsa. Ez a genetikai diverzitas befolyésolja a klinikai szekvenalasok

eredményét, valamint neheziti a prognosztikus és prediktiv biomarkerek azonositasat.
Az eredményeim alapjan levonhatd kovetkeztetések:

1. Ujgeneracios szekvenalas felhasznalasaval kovetheté a mozgasbol szarmazod
sejtosszetétel VAltozas in vitro invazids kisérletekben. Ismert Osszetételii
sejtvonalak szekvenalasa esetén pontosabban lehetett megéallapitani az aranyokat

azon esetekben, amikor egy sejtvonal van tulsulyban.

2. Mind az invazi6és, mind a kalibracios Kkisérletek soran sz&mitott mutéacio
frekvenciak magas szorassal rendelkeztek a biologiai ismétlések, valamint a
technikai ismétlések kozott. A magas szOrésok jelentdsen befolyasolhatjdk az
elemzésekbdl levont kovetkeztetéseket, valamint tovabbi elemzéseket. Az in
silico modellezésekb6l lathatd, hogy a szords lényegesen csokken magas
lefedettség esetén, igy a klinikai diagnosztikai méréseket célszerii lehet magas

lefedettségli szekvenalassal végezni.

3. A nagyobb tumor részt lefedé szekvenalas nem befolyasolja a mutéciok
detektalasat. Ez aldl kivételek a hipermutalé tumorok, ahol Kkisebb tumor
mintakban tobb szub-klonalis mutécié azonosithatd. Eredményeink azt tiikrozik,
hogy a jelenlegi klinikai diagnosztikai szekvenalasok mintavételi protokolljai
valoszintileg megbizhat6 eredményt adnak, kiilénosen, ha a szekvenalas mélysége

elég nagy.

4. A szomatikus mutéaciok hatasara gyakran nem csak egy fehérje, hanem az éltala
szabalyozott jelatviteli Utvonal, valamint a sejtben 1év6 RNS szintek is
megvaltoznak. A Genotype-2-Outcome elemzorendszer felhasznalasaval
bemutattam, hogy onkogén vagy tumorszupresszor gén mutaciojahoz kotott
génkifejez0dés valtozdsok prognosztikusak a betegek talélésére. A
génkifejez6dési valtozasokkal végzett tulélés elemzés sok esetben szignifikansan
jobb eredményt produkalt az adott gén mutacioja, vagy kifejezddési szintje
alapjan elvégezett elemzéshez képest. Ezért ez a mddszer Gj biomarker
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azonositasara jO kiegészitést nyujthat a csak génmutacié vagy génkifejez6dést

vizsgalo rendszerek mellett.

. A TP53 génmutacioval rendelkez6 emlStumoros betegekben tobb olyan gén
kifejez6dési szintje emelkedik meg, melyek a sejtosztddast szabdlyozzak. Ezen
génekrol tobb vizsgalat (tanulmany) bemutatta, hogy a magas kifejezddés rossz
prognozissal jar. Vizsgalataim viszont azt valdszinsitik, hogy ezen gének magas
kifejez6dése a TP53 gén vad tipusu betegekben rossz progndzissal, viszont a TP53
gén mutans betegekben jobb a prognézissal jar. A megfigyelésekbdl
kovetkeztethetiink arra, hogy ezen gének kifejez6dése és a betegek progndzisanak

kapcsolata inkabb indirekt modon tikrdzi a TP53 gén mutaciojanak allapotat.
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8. Osszefoglalas

A tumorok genetikai heterogenitasat tobb tényez6 befolyasolja, mint a ndvekedés
soran felhalmozott genetikai valtozasok, a sejtek térbeli elhelyezkedése a tumorban,
valamint a kdrnyezettel vald interakcid. Diagnosztikai szekvenalasok soran gyakran a
tumor egy kis részletébdl izolalnak DNS-t, melybdl torténik a szomatikus

mutéciok/valtozasok meghatarozésa.

Munkam celja volt megvizsgalni, hogy Ujgeneracids szekvenalassal milyen
mértékben kdvetheté a sejtvonalak mozgasa in vitro invazio kisérletekben. Az A375
és az SK-MEL-28 sejtvonalak invazié mértéke l1ényegesen eltért egymastdl (p=0,011).
A sejtvonalak kalibraciés szekvenalasa soran lattuk, hogy egy sejten belil 1évé
homozigbéta vagy heterozigota mutacidok frekvencidjanak a szérésa lényegesen
nagyobb volt (8%-17% intervallum), mint a mutacio parok technikai ismétlései kozott
(1,6%-5,6%). Az in silico modellezésekben lathatd, hogy a mutéciok frekvencigjanak
a szorasa csokkent magasabb szekvendlasi lefedettsegeknél. Az eredmények alapjan
kivanatosabb magasabb lefedettséggel végezni a szekvenalast a pontosabb eredmény

érdekében.

Tovabbi célom volt meghatarozni a szekvenalt tumor minta méret és detektalhatd
mutaciok kozotti Osszefliggést. Az eredményekben lathatd volt, hogy a méret
novelésével Iényegesen nem valtozott az azonositott mutaciok mennyisége. Erre
kivétel a hipermutacids fenotipussal rendelkezé tumor volt, ahol kisebb tumor részlet

szekvenalasa soran lényegesen tébb mutacio volt detektéalhato.

Tovabbi célom volt egy olyan online elérhetd rendszer készitése, amely egy gén
mutaciojahoz asszocialt génkifejezédési mintazat alapjan végez tulélés elemzést.
Eredményeimbdl lathato, hogy az emlétumorokban leggyakrabban mutalodé gének
kifejez6dési ujjlenyomata erdsen oOsszefliggdtt a tuléléssel (PIK3CA: p=1,1E-06,
HR=1,6; TP53: p<E-16, HR=0,55; GATA3: p<E-16, HR=1,6; MAP3K1: p<E-16,
HR=1,6; CDH1: 3,9E-9, HR=1,4).

A TP53 génmutacidjakor sok sejtciklust valamint DNS osztodast szabalyozé gén
kifejez6dési szintje emelkedett meg. Ezen gének kifejez6dési szintjiik altalaban mar
6nmagukban is prognosztikusak voltak, egyiittesen viszont Iényegesen erésebb volt a
hatdsuk (HR=2,43, p<E-16).
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9. Summary

Genetic heterogeneity of a tumor is affected by multiple factors, such as
accumulated genetic alterations, spatial position of cells in the tumor, and interactions
with the environment. This genetic diversity may affect clinical sequencing projects,
where sequencing is usually performed using DNA extracted from a small section of

the tumor.

The aim of my research was to examine the effects of cellular motility on next-
generation sequencing using in vitro invasion assay experiments. Invasion of the A375
and the SK-MEL-28 cell lines differed significantly (p=0,011) in the experiments. By
performing calibration sequencing, we observed that standard deviations of
homozygous and heterozygous mutation frequencies were higher in biological
replicates (8%-17%) compared to the technical replicates (1,6%-5,6%). Our in silico
models have shown that increasing sequencing coverage decreased deviation of
mutation frequencies. Based on these results, sequencing with high coverages can

generate more reliable results.

In this work we used next generation sequencing to examin how isolated tumor
sample size affects detectable genetic mutations. We found that increasing the size of
the sequenced tumor size does not strongly affect detected mutations, with the
exception of hypermutating tumors, where the number of identifiable genetic

alterations decreased as sample size increased.

We developed an online tool (Genotype-2-Outcme) which is able to identify gene
expression changes associated to a genetic alteration and perform survival analysis
using the altered genes on an independent dataset in breast cancer patients. In our
results we can see that gene expression alteration associated with the most commonly
mutated genes in breast cancer is strongly associated with patient survival (PIK3CA:
p=1,1E-06, HR=1,6; TP53: p<E-16, HR=0,55; GATA3: p<E-16, HR=1,6; MAP3K1.:
p<E-16, HR=1,6; CDH1: 3,9E-9, HR=1,4).

Utilizing the Genotype-2-Outcome tool we found that expression of genes
associated to cell cycle and DNA replication is elevated in breast cancer patients
harboring mutations in the TP53 tumor suppressor gene. Expression of the identified
genes are individually prognostic on the survival of patients, while their combination
produced substantially better results (HR=2,43, p<E-16).
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